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Precioso fulgor de manto negro, 
Irradias luz cual cielo estrellado, 
Rebosante, en tu micrométrico mundo 
Inocente vives de una gran verdad: 
Tan sólo desaparecerte quieren, 
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Oraciones no puedes suplicar, 
Xenófobos son de tu presencia, 
Imploran no verte jamás. 
Dudan de tu gran poder, 
Ahora quieren eliminarte, 
Desapareces, pero deben saber, 
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Resumen y Abstract V
 
Resumen 
Se evaluó el efecto de adicionar cisteína y sales férricas 
inorgánicas (FeCl3 y Fe2(SO4)3) en procesos de biodesulfurización de 
carbón, bajo dos configuraciones: suspensiones y lecho empacado. A 
nivel general, algunos componentes del carbón (principalmente 
caolinita y la matriz orgánica) afectaron la eficiencia del proceso 
y la de los aditivos evaluados. 
  
No obstante, la adición de 60 mg Cys/L, sólo en presencia de 
Acidithiobacillus thiooxidans (ATCC 15494), ayudó a incrementar 
significativamente la biorregeneración de iones Fe3+, mediada por 
Acidithiobacillus ferrooxidans (ATCC 23270), mitigándose el efecto 
tóxico de los iones Al3+, solubilizados de la caolinita por el ácido 
del medio. Lo anterior incidió positivamente sobre la oxidación de 
pirita, obteniéndose un incremento máximo de 28.44% respecto a 
ensayos paralelos sin adición de aminoácido. Por otra parte, el 
sulfato férrico tuvo un efecto notorio sobre la remoción de sulfatos 
del carbón, mientras que el cloruro férrico afectó negativamente el 
proceso. 
 
Palabras clave: 1) Biodesulfurización de carbón, 2) Oxidación de 
pirita, 3) Cisteína, 4) Acidithiobacillus ferrooxidans, 5) 
Acidithiobacillus thiooxidans, 6) Iones Fe3+ y 7) Biorreactores de 
lecho empacado. 
 
Resumen y Abstract VI
 
Abstract 
The present work shows the evaluation of cysteine and ferric 
inorganic salts (FeCl3 and Fe2(SO4)3) effect on coal 
biodesulphurization processes (suspensions and packed bed 
configurations). In general, some components of coal (kaolinite and 
organic matrix mainly) affected both the efficiency of the processes 
and the additives evaluated. 
 
Nonetheless, the addition of 60 mg Cys/L - in the presence of 
Acidithiobacillus thiooxidans (ATCC 15494) only - significantly 
rose Fe3+ ions bioregeneration - mediated by Acidithiobacillus 
ferrooxidans (ATCC 23270) - and alleviated the toxic effect of Al3+ 
ions dissolution from coal kaolinite. Because of the foregoing, 
pyrite oxidation improved by a maximum of 28.44% in comparison to 
a parallel assay without cysteine. On the other hand, ferric 
sulphate had a marked effect on coal sulphate removal. In contrast, 
ferric chloride had a negative impact over the process.  
 
Keywords: 1) Coal biodesulfurization, 2) Pyrite oxidation, 3) 
Cysteine, 4) Acidithiobacillus ferrooxidans, 5) Acidithiobacillus 
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El carbón representa la reserva de energía fósil más grande del 
mundo. Este recurso se utiliza principalmente en la generación de 
energía eléctrica, así como en los procesos de combustión en las 
industrias del acero y cemento. No obstante, su uso se ha extendido 
hacia otro tipo de industrias en los últimos años, como materia 
prima en la fabricación de carbón activado, fibra de carbono, 
resinas, productos cosméticos entre otros derivados [1].  
 
Entre los diversos elementos contenidos en el carbón, el azufre se 
considera un constituyente indeseable y perjudicial en la mayor 
parte de procesos, en especial los de combustión; no sólo a nivel 
económico, por ser principales causantes del encostramiento en las 
chimeneas de altos hornos [2,3], sino también ambiental, debido a 
que su oxidación genera compuestos volátiles sulfúricos (SO2, SO3), 
principales causantes de la polución atmosférica, lo cual contribuye 
a la generación de lluvias ácidas [4–6]. Así mismo, el azufre también 
es un compuesto no deseable en los carbones coquizables, aplicados 
en procesos metalúrgicos, puesto que porcentajes mayores a 0,6% 
causan debilitamiento de los aceros producidos [7,8], y además, al 
igual que otros estériles del carbón, imposibilitaría el uso del 
material como materia prima, ya que afectaría los procesos y la 
calidad del producto donde se encuentra implícito. 
 
Por tales motivos, la explotación de carbones ricos en azufre es 
objetable y exige soluciones viables para su uso de forma limpia 
[9]. En la actualidad, las regulaciones ambientales para las 
emisiones de compuestos de azufre durante la combustión son cada 
vez más estrictas, por lo que la industria minera debe empezar a 
promover y utilizar técnicas que permitan reducir al máximo los 
contenidos de azufre, para así obtener un carbón que cumpla con las 
exigencias mínimas, tanto ambientales como de calidad [10].  
 
Se considera que el mejor método para limitar la cantidad de azufre 
emitido a la atmósfera, consiste en reducirlo antes de la combustión 
[10–12]. Convencionalmente, se han utilizado procesos físicos de 
desulfurización por separación gravimétrica, que a su vez también 
eliminan otros estériles del carbón; sin embargo, no son incapaces 
de remover completamente el azufre, lo cual ha llevado al desarrollo 
de diversos procesos de desulfurización químicos y físico-químicos. 
Aunque estos últimos logran mayores tasas de reducción, presentan 
altos costos de operación (alto consumo de reactivos y energía) y, 
por lo general, implican la generación de residuos y efluentes 




En la búsqueda de tecnologías alternativas para eliminar el azufre 
del carbón, de manera económica y amigable con el medio ambiente, 
los métodos biológicos han despertado gran interés, por su 
simplicidad de diseño, construcción y puesta en marcha, sin incurrir 
en altos costos de capital y operación. Así mismo, estos procesos 
no requieren de altas temperaturas o presiones para su operación, 
autoregeneran solventes en forma de solución de sulfato férrico 
(catalizador del proceso), no producen contaminantes gaseosos, los 
residuos finales (sólidos y líquidos) son ambientalmente aceptables 
y tratados con cierta facilidad [2–4,13,14] y además se pueden 
acoplar en conjunto con procesos físicos, a fin de obtener un 
material libre de estériles [15].  
 
A nivel general, la pirita, entre los compuestos que contienen 
azufre en el carbón, aporta entre el 50% y 80% del valor total del 
elemento, cuando los porcentajes totales son mayores a 3% w 
[4,12,16,17]. Es por eso que muchas de las investigaciones se han 
centrado en los procesos de biodepiritización, basados en los 
mecanismos de biolixiviación, que consisten en la oxidación de 
sulfuros metálicos insolubles, catalizada por microorganismos 
acidófilos en un medio acuoso, para volverlos solubles en forma de 
sulfatos [18–20].  
 
Desde sus inicios hasta la fecha, las diversas investigaciones sobre 
biodepiritización de carbones han evaluado diferentes factores 
fisicoquímicos (Ej.: pH, OD, temperatura, concentración de hierro 
en el lixiviado) y biológicos (tipo de inóculo de microorganismos y 
su perfeccionamiento), utilizando diferentes tipos de biorreactores 
(configuraciones de tanque agitado y lecho empacado), con el fin de 
encontrar una alternativa para ser aplicada a nivel industrial, con 
base las ventajas de los equipos utilizados, el costo-beneficio, el 
tiempo de operación y la calidad del producto [12,14,21–23].  
 
Aunque los procesos de biodepiritización se han llevado a nivel de 
planta piloto y se han desarrollado diseños de plantas a escala 
semi-comercial, todavía no se ha planteado la industrialización del 
proceso a la fecha, porque la relación costo operativo versus tiempo 
de residencia aún no se ha perfeccionado. No obstante, la demanda 
futura de combustibles bajos en polutantes así como la 
comercialización de materias primas de alta calidad exigirá el uso 
de tecnologías limpias con ventajas como las anteriormente 
mencionadas para los procesos biológicos [10,12,14,21,24]. 
 
El mejoramiento de los procesos de biodepiritización de carbones 
juega con dos factores fundamentales: (i) incrementar la oxidación 
de pirita y (ii) disminuir la formación de precipitados de sales 
(hidroxi)sulfato. Generalmente, suele ocurrir que cuando se modifica 
alguna variable que aumenta la eficiencia de alguno de ellos, 
paralelamente se reduce la eficiencia del otro. Por ejemplo, cuando 
se aumenta el área superficial de la pirita, moliendo el carbón a 
un tamaño fino, también implicaría el incremento del área de 
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reacción de los otros compuestos presentes en el carbón, entre ellos 
los agentes alcalinizantes, conocidos por inducir la generación de 
precipitados insolubles sobre el carbón [12,17]. En contraste, 
cuando se utilizan de tamaños de partícula gruesos (por encima de 
60 #Ty), se reduce considerablemente la precipitación de sulfatos, 
pero a costa de obtener porcentajes de oxidación menores [25]. 
Aunque alternativas como el uso de procesos multietapas y/o mayores 
tiempos de residencia ayudarían a mantener un equilibrio entre 
buenas oxidación de pirita y baja precipitación de sulfatos [14,23], 
estos también incrementarían los costos de tratamiento. 
 
En la búsqueda de mejorar la actividad bacteriana en la biooxidación 
de pirita, se han investigado la adición de agentes que ayudan a 
potenciar el proceso, incrementando el grado de oxidación en menor 
tiempo. Algunos compuestos de origen orgánico, en pequeñas 
concentraciones, son capaces de modificar la superficie de los 
minerales expuesta a la reacción, sin que estos tengan un impacto 
negativo sobre los microorganismos o el medio ambiente. 
Experimentaciones en pirita pura han demostrado que adicionar 
aminoácidos o proteínas que contienen el grupo –SH en su estructura, 
especialmente cisteína, incrementa considerablemente la 
biooxidación, ya que se esta se comporta como un agente corrosivo, 
que además facilita el transporte químico de energía entre la pirita 
y los microorganismos [26–30] con lo cual se obtienen incrementos 
en la oxidación de hasta 200% [26–29]. Sin embargo, esto sólo fue 
probado en pirita pura y no se consideró el efecto de otros minerales 
o compuestos naturalmente acompañantes. 
 
También se ha reportado que el uso de dos o más microorganismos 
sulfooxidantes puede ayudar a mejorar los índices globales de 
remoción de azufre inorgánico, en especial consorcios conformados 
por A. ferrooxidans y A. thiooxidans. En este sentido, aunque A. 
thiooxidans no se reconoce participe significativamente en la 
oxidación de pirita, puede ayudar a reducir la precipitación de 
sulfatos subproductos del proceso, mediante pequeñas adiciones de 
alguna de sus fuentes de energía (ej.: azufre elemental) [16,17,31–
33]. No obstante, si A. thiooxidans se utilizase en un medio que 
contiene cisteína, afectaría la eficiencia del aminoácido, ya que 
puede degradarlo [34], aunque aún no existe ninguna investigación 
que reporte las ventajas o desventajas de esta reacción en un proceso 
de biodesulfurización de carbón. 
 
Por otra parte, teniendo en cuenta los mecanismos de oxidación 
química de pirita, los iones Fe3+ son los responsables de la 
oxidación del sulfuro [35]. Con base en lo anterior, se ha demostrado 
que reemplazar sulfato ferroso por sales férricas al inicio de los 
procesos de biodepiritización, puede ayudar a acelerar la oxidación 
de pirita, debido a que la adición de iones Fe3+ minimiza la fase 
lag en los primeros días [33,36,37].  
 
Con base en todo lo anterior, este trabajo estudió las variaciones 
en el comportamiento cinético de diferentes configuraciones de 
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biodesulfurización de un carbón rico en azufre, a nivel de 
laboratorio, cuando se adiciona cisteína y sales férricas, con el 
fin de proponer un proceso que pueda ser escalado a nivel industrial 
y que sea económicamente sustentable.  
 
Todas las experimentaciones utilizaron cepas comerciales 
Acidithiobacillus ferrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidans 
previamente adaptabas al proceso. Inicialmente se determinó la 
factibilidad de remoción de azufre en ensayos a nivel de erlenmeyer 
(suspensiones agitadas), donde se evaluó un rango de concentraciones 
de los aditivos de interés, por separado y en conjunto, y se 
estudiaron los cambios en la tasa de oxidación de pirita bajo las 
condiciones controladas. A partir de los análisis de cada proceso, 
se trabajó en una configuración en lecho empacado, alternativa 
prometedora para aplicarse a nivel industrial por sus ventajas en 
cuanto a costos de investigación y producción frente a los tanques 
agitados, debido a que no necesitan agitación y no incurren en altos 
costos energéticos [3,19,38]. Todos los procesos fueron estudiados 




1. Generalidades y marco teórico 
1.1 El carbón 
El carbón es una fuente energética de estructura compleja, 
heterogénea y no cristalina, la cual contiene tanto compuestos 
orgánicos como inorgánicos [39]. Su principal origen se debió a 
descomposición anaerobia de vegetales terrestres, hojas, maderas, 
cortezas, esporas, que se acumularon en zonas pantanosas, lagunares 
o marinas de poca profundidad en el periodo Carbonífero, de la era 
Paleozoica [40]. Al ser el terreno una mezcla de agua y barro muy 
pobre en oxígeno no se producía la putrefacción habitual, 
ocasionando una lenta transformación del material por acción de 
bacterias anaerobias, produciendo un progresivo enriquecimiento en 
carbono [40,41]. Con el tiempo nuevos sedimentos cubrían la capa de 
plantas muertas, y por la acción combinada de la presión y la 
temperatura, la materia orgánica se fue convirtiendo en carbón [41]. 
 
La clasificación de los carbones se da por rangos, que corresponden 
a las variaciones de acuerdo al grado de carbonificación que haya 
experimentado la materia vegetal que lo originó. Se determina en 
función de criterios tales como su contenido en materia volátil, 
contenido en carbono fijo, humedad, poder calorífico, etc. [1]. 
Según estas propiedades se clasifican en dos grandes grupos: 
 
 Carbones ligníticos y sub-bituminosos: considerados de bajo 
rango, se caracterizan típicamente por ser suaves y de apariencia 
terrosa. Presentan altos niveles de humedad y bajo contenido de 
carbono y energía.  
 
 Carbones de alto rango: generalmente son más duros de color negro 
brillante. Poseen mayor contenido de carbono, baja humedad y 
producen mayor energía. A este grupo corresponden los carbones 
bituminosos y la antracita, la cual posee el mayor contenido de 
carbono, energía y humedad mínima. 
 
Con base en las reservas medidas de carbón, la mayor proporción 
corresponde a carbones bituminosos (aproximadamente un 52%) los 
cuales son utilizados como combustibles en las calderas 
industriales, principalmente en la manufactura del cemento y 
generación de energía eléctrica, además de ser un carbón coquizable 
para utilizarse en la fabricación de acero [1]. Los carbones sub-
bituminosos también corresponden un porcentaje importante de las 
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reservas de carbón (aproximadamente un 30%) y son utilizados en 
procesos térmicos. 
 
Por otra parte, además de los usos tradicionales del carbón 
(procesos térmicos, fabricación de cemento y acero, generación de 
energía eléctrica), también se ha visto potencial de su 
aprovechamiento en otras industrias (química, farmacéutica, 
agraria) y como materia prima en la elaboración de productos como 
carbón activado, fibra de carbono y componentes a base de silicio 
[1].  
1.1.1 Formas de azufre y minerales asociados en el carbón 
Dependiendo del rango y la calidad del carbón, el contenido de 
azufre puede oscilar entre 0,5% w y 10% w [17,42–44]. Según la norma 
ASTM D 4239, para propósitos de cuantificación, se discriminan las 
formas de azufre en el carbón en tres grupos:  
 
Azufre orgánico - Se presenta unido covalentemente dentro de la 
matriz del carbón, en forma de tioles aromáticos o alifáticos 
(mercaptanos, tiofenoles); sulfuros o disulfuros aromáticos, 
alifáticos o mezclados (tioéteres, ditioéteres) y compuestos 
heterocíclicos del tipo tiofenol (dibenzotiofenol) [10,45,46]. 
Varios autores, sugieren que este tipo de azufre, se deriva 
principalmente del contenido por las plantas formadoras del carbón, 
como constituyente de proteínas y substancias protectoras, a partir 
de cisteína y cistina, aminoácidos que contienen azufre [11]. 
 
Azufre pirítico - Se encuentra distribuido aleatoriamente a través 
del carbón, pero no está enlazado a éste. La mayor proporción está 
representada por pirita (FeS2), aunque pueden encontrarse pequeñas 
proporciones de su polimorfo, marcasita. Comúnmente, la pirita suele 
aportar entre el 50% y 80% del valor total, cuando los carbones 
tienen un porcentaje de azufre total mayor al 3% w [4,12,16,17]. 
 
Existen varias distribuciones de pirita en el carbón: framboides 
(agrupaciones circulares de cristales nanométricos de pirita), 
cristales individuales, rellenando fracturas y agregados 
dendríticos [17,47,48]. A partir de estas formas, se han propuesto 
diferentes teorías sobre el origen de este sulfuro. Investigaciones 
deducen que la pirita se formó como resultado de la reducción de 
sulfato de hierro presente en las aguas filtradas en el lecho del 
carbón, ya sea por vía hidrotérmica o mediada por microorganismos 
reductores de azufre (especialmente en la formación de framboides). 
Otros estudios muestran que la pirita se pudo generar cuando materia 
orgánica en descomposición, la cual liberó H2S al medio que se puso 
en contacto con sulfatos y compuestos de hierro, reaccionando y 
precipitando en forma de  sulfuro de hierro, transformándose 




Azufre en forma de sulfatos - Generalmente se compone de especies 
de sulfato de hierro (FeSO4.nH2O), aunque se han encontrado 
compuestos como jarosita (KFe3(SO4)2(OH)6), barita (BaSO4), yeso 
(CaSO4.2H2O) y anhidrita (CaSO4) en menor proporción. Este tipo de 
azufre es escaso en el carbón, raramente excede unas pocas 
centésimas de porcentaje, excepto en muestras altamente oxidadas o 
meteorizadas. Estos compuestos se producen principalmente de la 
oxidación natural de pirita en condiciones húmedas [11,49]. 
 
Adicional a los tipos de azufre mencionados, pueden encontrarse en 
raras ocasiones pequeñas trazas de otros sulfuros como esfalerita 
(ZnS), galena (PbS), arsenopirita (FeAsS) y azufre elemental 
[8,10,11,49]. En casos especiales, se han reportado especies 
intermedias de características inorgánicas, pero unidas 
covalentemente al carbón [50]. 
 
Por otra parte, además de los compuestos de azufre, los carbones 
suelen contener proporciones significativas de minerales del grupo 
de los silicatos, principalmente cuarzo (SiO2) y caolinita 
(Al2Si2O5(OH)4), carbonatos, como la calcita (CaCO3) y dolomita, y 
una variedad de (hidro)óxidos de hierro, como goethita (FeO(OH)) 
[44,49]. 
1.1.2 Carbón en Colombia 
Colombia tiene las reservas de carbón más grandes de América Latina 
(6655 millones de toneladas medidas) [51] y es el quinto exportador 
de carbón térmico a nivel mundial (a la fecha de este trabajo) [1].  
 
La Figura 1-1 muestra la distribución de las reservas de carbón a 
lo largo del país, donde la Costa Atlántica contiene la mayor 
proporción (alrededor de 6000 millones de toneladas medidas) y su 
uso principal es para procesos térmicos (actualmente es material de 
exportación). El resto se encuentra distribuido a lo largo de las 
tres grandes cordilleras localizadas al interior del país (Central, 
Oriental y Occidental) y también se utilizan para procesos térmicos 
de industrias nacionales, así como en la fabricación de aceros, 
especialmente los ubicados entre las regiones de Boyacá y 









1.1.3 Carbón zona Valle del Cauca y Cauca 
Como caso particular, la zona ubicada entre los Departamentos del 
Valle del Cauca y Cauca, ubicación de donde se extrajo el material 
objeto de estudio, posee mantos de carbón bituminoso explotables 
para uso térmico con reservas medidas alrededor de 40.45 millones 
de toneladas medidas [51]. A partir de estudios composicionales 
preliminares, los carbones a lo largo de toda la cuenca Carbonífera 
del Valle del Cauca y Cauca presentan grandes variaciones en cuanto 
a los porcentajes totales de azufre donde, tal y como muestra la 
Tabla 1-1, van desde 0.22% hasta 8.53% [52].  
 
Tabla 1-1: Recursos y reservas totales y valores límites de azufre 
total en el Valle del Cauca y Cauca [52]. 
 
Sector Azufre (%) Mín  Máx 
Total Recursos y 
Reservas (MMt) 
Golondrinas-Río Cañaveralejo (VC) 0.24 1.56 8.30 
Río Cañaveralejo-Río Pance (VC) 0.46 5.30 17.30 
Río Pance-Río Guachinte (VC) 0.22 8.53 16.87 
Río Guachinte (VC) -Río Asnazú (C) 0.50 8.53 44.78 
Río Dinde-Quebrada Honda (C) 0.50 5.00 21.03 




Entre los sectores que hacen parte de esta zona carbonífera, se 
escogió el sector Río Guachinte-Río Asnazú como objeto de estudio, 
ya que es el que presenta mejores perspectivas de desarrollo minero 
por tener el mayor número de recursos y reservas, pero también es 
la zona que tiene los mayores contenidos de azufre (ver Tabla 1-1), 
lo que hace más pertinente desarrollar un proceso de desulfurización 
en dicha área [52]. 
 
El sector Río Guachinte - Río Asnazú se encuentra localizado en la 
parte sur del Departamento del Valle del Cauca (Río Guachinte) y al 
norte del Departamento del Cauca (Río Asnazú), limitado al este por 
el río Cauca. Se extiende a lo largo del flanco oriental de la 
Cordillera Occidental, con una longitud de 18 kilómetros y un ancho 
promedio de 5 kilómetros, cubre un área de aproximadamente 90 km2. 
Comprende los municipios de Jamundí al norte, Buenos Aires al centro 
y Suárez al sur. Los mantos de carbón correspondientes a esta zona 
tienen espesores variables desde 0.8 m a 4.4 m; humedades 
relativamente bajas, pero con contenidos de cenizas y porcentajes 
de azufre generalmente altos; el poder calorífico varía de acuerdo 
al contenido de cenizas, desde 5.839 hasta 14.607 BTU/Lb [52]. 
1.2 Métodos físicos y químicos de desulfurización de carbones 
1.2.1 Desulfurización física 
Los métodos físicos de lavado de carbones son ampliamente conocidos 
y usados. Consisten en obtener el máximo de carbón útil, a partir 
del carbón bruto, eliminando los estériles (arcillas, pizarras, 
sulfuros, maderas, etc.) o rechazos de altas cenizas, compuestos 
que no contribuyen al poder energético del carbón y causan problemas 
operacionales y de corrosión, al formar depósitos dentro de las 
unidades de combustión, además de generar problemas ambientales, 
por la emisión de partículas a la atmósfera [53].  
 
Los factores que influyen en el lavado físico de carbón, se apoyan 
en parámetros tales como la fuerza de gravedad, densidad, dureza, 
tensión superficial, entre otras. Con base en lo anterior se tienen 
diferentes tipos de procesos: 
 
Separación hidráulica – En este proceso se utiliza solamente agua 
como fluido de separación; aplicando fuerzas centrífugas y/o de 
resorte, que permitan la separación del material en diferentes 
grados de densidad [53]. 
 
Lavabilidad en medios densos - El carbón se limpia sumergiéndolo en 
un fluido que tiene una densidad intermedia entre la de la matriz 
orgánica del carbón (~1.3 g/mL) y el material a remover; esto hace 
que el carbón flote, debido su menor densidad, y el otro material 
contaminante (estériles) se hunda. A nivel industrial, se extiende 
la aplicación de medios preparados por suspensiones acuosas de 
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sólidos finos [53–55], especialmente a base de magnetita, por su 
buena adecuación para una mejor recuperación y reutilización del 
medio, con base en tamaño de sólidos, viscosidad y propiedades 
magnéticas [56]. 
 
Flotación y aglomeración – Consisten en técnicas basadas en la 
diferencia entre las propiedades de la superficie y características 
del carbón. En la flotación, las partículas de carbón hidrofóbicas 
son removidas selectivamente por suspensión en agua siendo atacadas 
por burbujas de aire ascendente. En la aglomeración, las partículas 
de carbón son selectivamente cubiertas y aglomeradas por aceites o 
hidrocarburos líquidos tales como pentano o heptano para luego ser 
separadas, por tamizado, de las partículas no aglomeradas [39,53]. 
 
No obstante, muchas veces los procesos físicos presentan ciertos 
inconvenientes a la hora de eliminar compuestos de azufre. En primer 
lugar, no atacan azufre orgánico, ya que este se encuentra ligado a 
la matriz orgánica. Además, cuando los sulfuros tienen tamaños de 
partícula pequeños y los granos se encuentran dispersos, se 
disminuye considerablemente el rendimiento [53]. 
1.2.2 Desulfurización química 
Los métodos químicos consisten en someter el carbón a soluciones 
altamente alcalinas o soluciones con oxidantes fuertes, como 
peróxido de hidrógeno (H2O2) o cloruro férrico (FeCl3), en 
condiciones de alta temperatura [57]. 
 
El hidróxido de potasio (KCl) es una de las sustancias más 
estudiadas, por su característica de base fuerte [57,58]. El potasio 
reacciona irreversiblemente con los minerales en el carbón, entre 
ellos el azufre inorgánico, y adicionalmente puede insertarse dentro 
de los grupos fenoles en la estructura del hidrocarbono o 
involucrarse en los mecanismo de óxido-reducción de azufre orgánico 
[57]. Otros estudios apuntan a la utilización de cenizas de desechos 
vegetales, ya que estas son ricas en componentes alcalinos y 
potasio, obteniéndose buenos resultados de remoción de azufre [59]. 
 
Sin embargo, a pesar de que estos métodos trabajan con tiempos de 
residencia cortos y buenos porcentajes de remoción, tienen dos 
desventajas principales: (i) el consumo constante de las soluciones 
alcalinas u oxidantes, lo cual acarrea altos costos de operación y 
(ii) la destrucción de algunas propiedades coquizantes del carbón, 
afectando su calidad cuando se utiliza en procesos metalúrgicos. 
Adicionalmente, las reacciones llevadas a cabo en estos procesos 
pueden generar contaminantes poco amigables con el medio ambiente, 
que requieren equipo adicional para su tratamiento antes de ser 
descartados como residuos [4,10]. 
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1.3 Biodesulfurización de carbón 
Los métodos biológicos han despertado mayor interés en los últimos 
años como tecnologías alternativas para eliminar el azufre del 
carbón. Consisten en procesos mediados por microorganismos, los 
cuales participan en los mecanismos de transformación del azufre 
(orgánico e inorgánico), donde se forman compuestos solubles del 
elemento no deseado que puedan ser eliminados por lixiviación [18–
20]. Estos procesos poseen múltiples ventajas frente a los métodos 
físicos y químicos [2,4,13,14,49,60], entre las cuales se tienen 
las siguientes: 
 
 Capacidad de remover partículas de sulfuros finamente diseminadas 
que no pueden ser atacadas por métodos físicos convencionales. 
 
 No producen contaminantes gaseosos y los desechos sólidos y 
líquidos son ambientalmente aceptables y tratables con cierta 
facilidad. 
 
 Simplicidad y versatilidad del diseño y las operaciones, que 
hacen esta tecnología apropiada para el uso en locaciones 
remotas.  
 
 No requiere de mano de obra muy calificada. 
 
 No requiere temperaturas ni presiones altas para su operación. 
 
 Es autogeneradora de los agentes que atacan y transforman el 
azufre, lo cual reduce al máximo el consumo de reactivos durante 
el proceso. 
 
 La puesta en marcha es corta y los costos de capital y operación 
son bajos. 
 
 Algunos carbones han mostrado disminución en sus contenidos de 
cenizas luego del proceso de biodesulfurización, reduciendo 
componentes estériles como aluminosilicatos, lo cual ayuda a 
incrementar la capacidad calorífica bruta [12,17]. 
1.3.1 Desarrollo y evolución de los procesos de biodesulfurización de 
carbones 
La biodesulfurización de carbones, cuando se tienen concentraciones 
considerables de azufre pirítico (mayores al 1%), está basada en 
los mecanismos de biolixiviación, extendidamente aplicados a la 
recuperación de metales no ferrosos como cobre, uranio, oro, 
manganeso, níquel, entre otros. En estos procesos, los 
microorganismos facilitan la oxidación de iones ferrosos a férricos, 
que en solución, a su vez reaccionan con los minerales de interés y 
oxidan los sulfuros presentes. El producto final de la 
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biolixiviación es una solución ácida que contiene el metal en forma 
soluble [18,20]. 
 
La mayoría de estudios en el tema, se centran en la utilización de 
Acidithiobacillus ferrooxidans, los cuales han demostrado un buen 
desempeño en la oxidación de pirita [24,31,49]. Esta bacteria 
autótrofa y quimiolitótrofa, crece a un pH ácido, obtiene su energía 
a partir de compuestos reducidos de hierro y/o azufre, utiliza 
oxígeno como el aceptor final de electrones y requiere pocos 
minerales en el medio de crecimiento [2,36]. Las investigaciones 
con este tipo de microorganismo surgieron en 1947, a partir de 
estudios de tratamiento de drenajes ácidos de las minas de carbón. 
La bacteria, involucrada en la oxidación de Fe2+ a Fe3+, fue aislada 
y comparada con Acidithiobacillus thiooxidans (la cual toma su 
fuente de energía de compuestos reducidos de azufre, principalmente 
azufre elemental), al tener similitud en cuanto a sus 
características morfológicas, culturales y fisiológicas, además de 
la oxidación de sulfuros a ácido sulfúrico [61]. Posteriormente en 
1951, se mostró evidencia definitiva que es una bacteria oxidante 
de hierro [62]. Estas investigaciones pueden pensarse como el 
desarrollo de la biohidrometalurgia, las cuales se han concentrado 
en entender mejor la biolixiviación de pirita, desarrollando 
procesos comerciales para biorremoverla del carbón [14,24]. 
 
A partir de las primeras investigaciones a nivel de laboratorio, se 
han investigado los efectos de varios factores físico-químicos (pH, 
temperatura, tamaño de partícula, concentración de pulpa, metales 
pesados, concentración de hierro en el lixiviado, oxígeno disuelto, 
CO2) y su relación con la velocidad de disolución de pirita. Se 
observó que la pirita contenida en el carbón tenía una mayor 
velocidad de oxidación, en comparación con la oxidación de pirita 
pura [49,63].  
 
Otros estudios también se han centrado en la aplicación de varios 
tipos de microorganismos diferentes a A. ferrooxidans. Entre algunos 
de los más estudiados, están los Sulfolobus sp., bacterias 
lixiviantes con la capacidad de crecer por encima de 50 °C, las 
cuales se ha reportado tienen la capacidad de atacar todos los tipos 
de azufre del carbón (orgánico e inorgánico) [64].  
 
Adicionalmente, se ha encontrado que los microorganismos capaces de 
degradar el dibenzotiofeno (forma de azufre orgánica presente en 
los combustibles fósiles), también son capaces de remover el azufre 
orgánico del carbón [65]. Entre los microorganismos que se reportan 
como eficientes para dicha degradación, se encuentra el género 
Rhodococcus, capaces de utilizar los compuestos organosulfurados 
como fuente de azufre para su crecimiento, aunque no como fuente de 
carbono [2,66].  
 
Entre otros microorganismos reportados en el proceso de 
biodesulfurización se tienen bacterias mesófilas tales como 
Capítulo 1 13
 
Leptospirillum y otras especies de Acidithiobacillus; termófilos 
moderados tales como Acidularius y Sulfobacillus; y termófilos 
extremos tales como Acidiamus y Metallosphaera [20]. También se ha 
reportado el uso de hongos del género Aspergillus, de los cuales se 
ha demostrado que atacan tanto el azufre orgánico como inorgánico 
[67]. 
 
Investigaciones en procesos de biodesulfurización, han evaluado la 
eficiencia de los cultivos puros y mixtos sobre la oxidación 
bacteriana de pirita. Se han evidenciado algunas ventajas de los 
cultivos mixtos, especialmente en el aumento de la razón de 
biooxidación de los sulfuros en comparación con los cultivos puros, 
así como reducción en la formación de precipitados de sulfato 
indeseables para el proceso [16,17,24,60].  
 
Se sugiere que la aplicación de consorcios de microorganismos 
sulfooxidantes, permitiría mejorar la eficiencia de la 
desulfurización de carbón, al atacar tanto el azufre orgánico como 
inorgánico [10,49]. No obstante, debido a que las diferentes 
especies de microorganismos crecen bajo diferentes condiciones de 
pH, nutrientes y temperatura, otros investigadores proponen 
desarrollar de procesos en dos fases, donde primero la pirita es 
oxidada por microorganismos autótrofos, y después utilizando 
cultivos mixtos de bacterias heterótrofas que oxiden los compuestos 
de azufre orgánico [49,68].  
 
Por otra parte, se ha pensado la biodesulfurización de carbones como 
un proceso complementario a un pretratamiento físico a nivel piloto, 
el cual removería gran parte de los estériles y granos de sulfuro 
gruesos, dejando a los microorganismos aquellos finos y dispersos. 
Esto con el fin de alcanzar un proceso óptimo de desulfurización 
con un menor tiempo de residencia [15], especialmente si se va a 
utilizar el carbón como materia prima en un proceso diferente a los 
de combustión. 
 
En los últimos años, los avances en los procesos remoción biológica 
de azufre se centran en buscar alternativas factibles desarrolladas 
dentro de dos tipos de configuraciones para el montaje de plantas a 
nivel industrial [13,48,69–71]: lechos empacados, que consisten en 
un apilamiento del carbón de interés, a tamaños mayores a 0,5 mm, 
por el cual se alimenta un fluido que contiene los agentes y 
microorganismos que interaccionarán con el sustrato, solubilizando 
los productos de oxidación del azufre [3,12,72]; y suspensiones, 
que trabajan con carbón con tamaños de partícula menores a 0,5 mm, 
el cual se mantiene en un medio líquido bajo agitación uniforme 
[21,37,73,74]. Se han realizado investigaciones hasta nivel de 
planta piloto de las dos configuraciones [3,19,23,24,75].  
 
La implementación de cualquier configuración de proceso, depende de 
factores como: cinética de oxidación de pirita, disponibilidad y 
tipo de carbón, así como del costo del tratamiento [14]. A la hora 
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de diseñar el proceso, deben analizarse las ventajas y desventajas, 
que presenta cada configuración. Un ejemplo comparativo muestra a 
la biodesulfurización en lecho empacado, económicamente viable, con 
costos por tratamiento 78% aproximadamente más bajos que los otros 
métodos de biodesulfurización y una mayor facilidad operacional 
[38]; sin embargo, sus eficiencias de remoción son relativamente 
bajas y los tiempos de residencia son muy largos (meses). En 
contraste, un proceso con carbón en suspensión, pese a que necesita 
un consumo energético adicional para el manejo de los sustratos en 
el proceso (agitación), presenta buenos resultados de oxidación de 
pirita, en tiempos relativamente cortos (días) [21,23,76]. La 
decisión que se tome sobre que configuración elegir, debe estar 
acorde a las necesidades y capital de las empresas interesadas. Un 
estudio detallado de la materia prima, permitiría en principio, 
decidir la configuración más conveniente.  
1.3.2 Investigaciones preliminares de biodesulfurización del carbón 
objeto de estudio 
El Grupo de Mineralogía Aplicada y Bioprocesos de la Universidad 
Nacional de Colombia Sede Medellín ha venido investigando por más 
de 17 años (a la fecha) en el tema de bioprocesos aplicados a la 
minería [77]. En los últimos 8 años se ha especializado en el área 
de procesos de biodesulfurización de carbones colombianos, iniciando 
con el proyecto Colciencias - Universidad Nacional de Colombia – 
Sede Medellín titulado “Biodesulfurización de carbones provenientes 
de la zona Río Guachinte – Río Aznazú Valle del Cauca y Cauca”, 
contrato 297/2005, culminado en 2009. En este proyecto se estudiaron 
procesos de biodesulfurización tanto en suspensión como lecho 
empacado aplicados a  carbones con alto contenido de azufre (2% w - 
10% w), de donde se obtuvieron remociones de azufre pirítico y total 
en suspensión de hasta 95% y 51% respectivamente y para el proceso 
en lecho empacado 34% y 27% respectivamente, entre 24-30 días de 
proceso [17,44].   
 
A partir del proyecto preliminar se ha continuado en la búsqueda de 
alternativas que puedan ser aplicadas a nivel industrial para otro 
tipo de carbones utilizados en la fabricación de cemento, llevando 
el proceso en suspensión de material grueso hasta nivel de planta 
piloto [75], así como estudios en la remoción de azufre orgánico 
[66]. 
1.3.3 Mecanismos para la lixiviación bacteriana de pirita 
Los mecanismos de biooxidación/biolixiviación de sulfuros, por 
consiguiente en la oxidación de pirita presente en el carbón, 
explican las reacciones que se llevan a cabo en la adquisición de 
energía por parte de los microorganismos implícitos en el proceso, 
a partir de compuestos reducidos de azufre como donadores de 




Hasta la fecha, se ha aceptado que en la biooxidación de pirita 
toman parte reacciones químicas, enzimáticas o no enzimáticas, donde 
el sulfuro es oxidado por acción de iones Fe3+ presentes en la 
solución lixiviante (ver Ecuación (1.1)). El principal mecanismo 
catalítico de microorganismos como Acidithiobacillus ferrooxidans 
consiste en la regeneración del agente oxidante (ver Ecuación (1.2)) 
[33,36,79,80].  
 
FeS + 14Fe + 8H O
              
⎯⎯⎯ 15Fe + 16H + 2SO  
(1.1) 
 
2Fe + 2H + 0.5O
.  
⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ 2Fe + H O 
(1.2) 
 
Para la bacteria, este proceso juega un papel importante en la 
producción del agente reductor NADPH y síntesis de ATP, necesario 
para la fijación del CO2 (fuente de carbono de estas bacterias), 
mantenimiento celular y crecimiento del microorganismo [36,80]. Para 
la lixiviación de pirita, si dentro del proceso se mantiene una 
razón Fe3+/Fe2+ alta, permite acelerar la oxidación del sulfuro, 
debido a que los iones Fe3+ son los principales agentes oxidantes. 
 
El consumo ácido (H+) por parte de la bacteria (ver Ecuación (1.2)), 
generalmente es contrarrestado por la hidrólisis de iones Fe3+ (ver 
Ecuaciones (1.3), (1.4) y (1.5)) [81]. Adicionalmente la 
compensación de ácido en el medio puede ser solventada por la 
oxidación de azufre elemental a ácido sulfúrico (ver Ecuación 
(1.6)), este elemento puede ya estar presente en el medio basal 
[16,17], o ser generado a partir de la oxidación de algunos 
monosulfuros presentes [82,83]. 
 
Fe + H O
          
FeOH + H  
(1.3) 
 
Fe + 2H O
          
Fe(OH) + 2H   
(1.4) 
 
Fe + 3H O
          
Fe(OH) + 3H  
(1.5) 
 
2S + 3O + H O
.  
⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ 2H SO  
(1.6) 
 
Paralelo a los productos generados a partir de la oxidación de 
sulfuros, ocurre una reacción competitiva, que promueve la 
generación de hidroxisulfatos, principalmente jarosita, lo que forma 





3Fe + M + 2HSO + 6H O
          
⎯ MFe (SO ) (OH) + 8H  
(1.7) 
 
Con base en las interacciones entre los microorganismos y la pirita 
observadas en investigaciones previas, la biooxidación del sulfuro 
puede explicarse por dos submecanismos:  
 
 El primero denominado “indirecto de contacto”, donde las bacterias 
se adhieren al sulfuro, por acción de una capa polimérica 
extracelular que rodea a las células y es en esta donde ocurre la 
biorregeneración de los iones Fe3+. Luego la disolución de los 
sulfuros toma lugar en la interfase entre la pared celular de la 
bacteria y la superficie del mineral (ver Figura 1-2) [84].  
 
 En el segundo mecanismo, “indirecto de no contacto”,  la bacteria 
oxida los iones Fe2+ presentes en el medio basal, y cuando los iones 
Fe3+ producidos oxidan la superficie del sulfuro, se reducen 
nuevamente a Fe2+ en la solución, para nuevamente entrar en el ciclo 
[33,79]. 
 
Figura 1-2: Modelo del mecanismo “indirecto de contacto” [84].  
 
 
La bacteria está rodeada por su capa de exopolímeros (EPS) y adherida 
a la superficie de una pirita. MC: Membrana citoplasmática. EP: 
Espacio periplásmico. ME: Membrana externa.  
 
Adicional a los submecanismos anteriormente mencionados, varios 
autores proponen un tercer mecanismo denominado “cooperativo”, en 
donde los microorganismos adheridos a la superficie del mineral 
cooperan con las células que están libres en la solución. La bacteria 
adherida libera especies oxidables, las cuales son fuente de energía 
para los microorganismos en solución [78,79]. La Figura 1-3, muestra 





Figura 1-3: Comparación de los tres submecanismos propuestos para 





Por otra parte, con base en las sustancias intermedias detectadas 
en los procesos de biooxidación de pirita, se explica que durante 
el proceso sólo pueden cederse electrones desde las bandas de 
valencia del metal, sin afectar en principio el enlace metal-azufre, 
denominándose no soluble en ácido. Cuando ion férrico ataca al 
sulfuro, se desencadena una serie de reacciones, generándose una 
serie de productos intermedios derivados del azufre, donde el 
tiosulfato es la especie química más importante (ver Ecuaciones 
(1.8) y (1.9)) [33,79,82–84]. 
 
+ 6 + 3
          
⎯ + 7 + 6  
(1.8) 
 
+ 8 + 5
          
⎯ 2 + 8 + 10  
(1.9) 
1.3.4 Factores fisicoquímicos que influyen en la biooxidación de pirita 
Al igual que otros procesos biohidrometalúrgicos, la 
biodepiritización de carbones se puede monitorear indirectamente a 
partir de la medición de algunos parámetros fisicoquímicos tales 
como: pH, potencial redox (Eh), hierro en solución (iones Fe2+ y 
Fe3+), porcentaje de pirita en el carbón, entre otros, los cuales 
ayudan a determinar la actividad de los microorganismos, así como 
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efectos sinérgicos o antagónicos que puedan ocurrir dentro del 
proceso general de biooxidación [10,25,60,70,72].  
 
Respecto a las variables que pueden afectar los mecanismos de 
biooxidación y remoción de pirita, a continuación se muestran 
algunas características generales que deben se deben cumplir estos 
parámetros a la hora de llevar a cabo el proceso, especialmente 
cuando se utilizan microorganismos autótrofos, mesófilos, 
acidófilos y quimiolitótrofos: 
 
 Aireación: El tipo de aireación es importante en todo proceso 
fermentativo donde se emplean microorganismos aerobios. Se debe 
tener una buena disponibilidad y transferencia de oxígeno hacia 
el medio, de tal manera que el flujo de este gas debe ser 
mantenido en exceso con relación a su consumo, para evitar que 
este se convierta en el reactivo límite. Para el caso de los 
microorganismos acidófilos, estudios han demostrado que si el 
aire inyectado al proceso, se enriquece con CO2, fuente de carbono 
de este tipo de microorganismos, se mejora considerablemente la 
oxidación de sulfuros y se permite trabajar con densidades de 
pulpa mayores [21,85].  
 
 Temperatura: Depende ante todo del tipo de microorganismo. Las 
temperaturas de  trabajo para oxidación de hierro ferroso, azufre 
elemental y sulfuros metálicos, por microorganismos mesófilos, 
se encuentra entre 30°C y 45°C, temperaturas mayores de estos 
valores pueden destruir o inhibir fuertemente las bacterias, por 
debajo de 30°C la acción bacteriana decrece exponencialmente con 
la disminución de la temperatura [10,49]. 
 
 pH: En general, la tolerancia y actividad de los microorganismos 
frente al pH varía enormemente entre especies, se ha reportado 
un rango óptimo muy amplio entre pH de 1 a 5 [49]. Para el caso 
de A. ferrooxidans, se ha observado que un pH en el rango de 1.5-
3.5 no afecta al crecimiento, pero valores mayores o menores al 
rango (cercanos a 1 ó 4) pueden inhibirlas [36]. También es 
importante tener en cuenta que para controlar la precipitación 
del hierro y jarosita, el pH debe estar por debajo de 3. Algunas 
investigaciones muestran que la generación de jarosita se reduce 
al trabajar con un pH entre 1.5-1.7 [25,81]. 
 
 Composición del medio lixiviante: El nitrógeno (como amonio), el 
potasio, calcio, fósforo, hierro y el magnesio son generalmente 
nutrientes esenciales para el crecimiento de las bacterias de 
interés, necesitando diferentes concentraciones de estos 
minerales de acuerdo a condiciones ambientales y a la especie. 
El carbono usualmente es suplementado por el CO2, sin embargo 
otros recursos de carbón como los minerales carbonato también 
pueden ser utilizados [49]. Se ha reportado que un suministro 
apropiado de oxígeno y dióxido de carbono, es recomendado como 




 Concentración de iones metálicos: Muchas de las bacterias 
oxidantes de sulfuros son resistentes a concentraciones altas de 
metales tales como Zn, Cu, Co, Cr entre otros; sin embargo algunos 
iones de metales como Al, U, Ag, Cd, As, Hg, Pb, son más tóxicos 
para ellas y altas concentraciones de éstos pueden inhibir el 
crecimiento celular [49,69,70,86]. 
 
 Concentración de aniones: Los grupos aniónicos presentes en el 
medio de cultivo también pueden influir notablemente sobre la 
velocidad de oxidación bacteriana. Se ha encontrado que  
Acidithiobacillus ferrooxidans requiere de SO42- para la 
estabilización de complejos ferrosos a ser utilizados en el 
sistema enzimático de oxidación [87,88]. Por otra parte, se ha 
reportado que otros aniones pueden tener efectos negativos sobre 
la velocidad de oxidación, aunque se ha evidenciado tolerancia a 
SeO42-, PO33-, B4O7-, TeO42-, AsO42- [89], resistencia moderada a Cl- 
[90] e inhibición total por presencia de F-, Br-, I- y NO3- [89]. 
 
 Concentración de pulpa de carbón: Una alta concentración de 
sólidos puede interferir con el transporte de nutrientes y gases, 
además de aumentar la viscosidad y la reología del sistema. 
También influye el tipo de carbón y las formas de azufre que él 
posea [21,23,24].  
 
 Compuestos orgánicos: El carbón posee materiales húmicos los 
cuales se adsorben en la pirita afectando la oxidación de las 
bacterias, además otros compuestos orgánicos presentes pueden 
contener grupos fenólicos, hidroxilos y carboxilos que afectan 
la química interfacial de la solución lixiviante e influencian 
la actividad microbiana. El efecto inhibitorio de estos 
compuestos en la desulfurización de carbón puede ser remediado 
por la utilización de microorganismos heterótrofos en cultivos 
mixtos con los autótrofos [10,49].  
 
 Tamaño de partícula: El área específica de superficie es uno de 
los factores importantes se deben considerar en el proceso de 
oxidación bacteriana, se sabe que la velocidad de remoción y 
lixiviación del mineral incrementa a la vez que aumenta el área 
de superficie, pero a veces existen límites en la granulometría 
por el uso que se le daría al carbón tratado comercialmente 
[10,17,24,25]. Así mismo, la reducción de tamaño de partícula 
también implicaría el incremento del área de reacción de los 
otros compuestos presentes en el carbón, entre ellos los agentes 
alcalinizantes, los cuales podrían inducir la generación de 
precipitados insolubles sobre el carbón [12,17]. 
 
 Forma y textura de las partículas: Partículas minerales con 
formas irregulares y rugosas, pueden afectar la velocidad de 
reacción, debido a un cambio de régimen del líquido alrededor de 




 Factores mineralógicos: Otro factor importante en la reactividad 
de las partículas, tiene que ver con las características 
intrínsecas de los cristales, tales como orientación, 
policristalinidad, presencia de inclusiones, fracturas, etc. 
Tales características funcionan como sitios potenciales de alta 
reactividad, sitios preferenciales de disolución etc., que 
aumentan la porosidad del material, lo que incrementa la 
velocidad de reacción [94]. Factores adicionales como impurezas 
a nivel estructural (Ej.: Arsénico en la pirita), pueden afectar 
enormemente la eficiencia del proceso, en la cinética de las 
reacciones electroquímicas, especialmente en los procesos de 
biooxidación [95]. 
 
 Porosidad de partícula: En sistemas heterogéneos, la velocidad 
de reacción depende de la accesibilidad de la solución a la 
superficie de los minerales (controlada por la capa de transición 
y de difusión en los poros), o la velocidad de reacción química 
(dependiendo de la superficie disponible), y en ambos casos, la 
porosidad de las partículas aumentará la velocidad de reacción. 
Cuando un material es suficientemente poroso, el tamaño de 
partícula carece de importancia [96]. 
 
 Competencia entre especies minerales: Algunos de los minerales 
presentes junto con el de interés, pueden generar reacciones 
químicas en el proceso, que pueden agotar la concentración de los 
reactivos, por lo tanto reducir la velocidad de reacción 
principal. La acción de estas reacciones indeseables, puede 
eliminarse mediante un tratamiento previo al proceso en 
sí[70,96]. 
1.4 Efecto de la adición de cisteína sobre la biooxidación de 
pirita 
La cisteína es un aminoácido importante para los microorganismos 
acidófilos. A nivel intracelular, su biosíntesis es importante para 
la formación de proteínas involucradas en la cadena respiratoria de 
transporte de electrones de hierro de microorganismos como 
Acidithiobacillus ferrooxidans, participando como ligando en los 
procesos de asimilación de complejos Fe-S [97–100]. Así mismo, se 
ha reportado que el aminoácido participa en la formación de 
proteínas enfocadas a la protección de bacterias como 
Acidithiobacillus thiooxidans contra la toxicidad del cobre [100]. 
No obstante, la cisteína también juega un papel importante a nivel 
extracelular en la biooxidación de sulfuros, especialmente en la 
adhesión de los microorganismos por acción de sustancias poliméricas 
extracelulares (su sigla en inglés EPS), donde se regulan el 




Se ha estudiado que las células se adhieren al mineral mediante 
múltiples mecanismos de adhesión: iónicos, hidrofóbicos, fuerzas de 
Van der Waals, enlaces específicos mediados por proteínas y/o por 
polisacáridos, etc., los cuales dependerán de los minerales sobre 
los que actúa el proceso [101]. Bacterias como A. ferrooxidans, cuya 
EPS generalmente está compuesta de azúcares y lípidos, cambia su 
composición cuando crecen en medios nutritivos de iones ferrosos o 
sulfuros como la pirita para adaptarse al entorno [102,103], entre 
ellos residuos de proteínas que contienen cisteína [104].  
 
Rojas Chapana y Tributsch (2001), describieron un posible escenario 
de lixiviación del sulfuro bajo condiciones normales de oxidación 
(ver Figura 1-4), donde el microorganismo a partir de sus procesos 
intracelulares secreta cisteína o macromoléculas que contienen 
grupos residuales de cisteína (R-SH), los cuales se comportarían 
como agentes corrosivos activadores del proceso y portadores de 
energía química. Cuando la pirita interactúa con la cisteína 
mediante la EPS, alterarían la superficie del sulfuro, haciendo que 
especies hierro-azufre sean extraídas, formando posteriormente 
complejos coloidales de azufre que sirven como reservas temporales 
de energía hasta que sean llevados al interior de la célula [26].  
 
Figura 1-4: Mecanismo hipotético propuesto por Rojas Chapana y 




Dos moléculas de cisteína interaccionarían con los grupos 
interfaciales de la pirita, desorganizando la estructura del sulfuro 
(1) e induciendo a la formación de complejos hierro-cisteína y 
pirita-cisteína (unidos por un puente de azufre), así como un grupo 
interfacial -SH (2). Posteriormente ocurriría una reorganización 
del complejo pirita-cisteína y permitiría la liberación de un 
complejo hierro-azufre-cisteína, el cual se supone actuaría como el 
transportador químico de energía para A. ferrooxidans (3) en el 
proceso de biooxidación de iones Fe2+ (ver Ecuación (1.2)). Del 
proceso bacteriano, se producirían los iones Fe3+, implícitos en la 
oxidación de la pirita, y a su vez se liberaría nuevamente la 





Lo anterior se dedujo a partir de un trabajo de biooxidación de 
pirita pura con adiciones de cisteína [26], donde se evidenció que 
pequeñas concentraciones del aminoácido agregado al medio de cultivo 
ayudaron a estimular la acción bacteriana e incrementó la razón de 
biooxidación del sulfuro. Sin embargo, también se encontró que 
grandes concentraciones del aminoácido en solución pueden ocasionar 
el efecto contrario inhibiendo la oxidación, debido a la poca 
tolerancia de los microorganismos a altas cantidades de compuestos 
orgánicos. Además, un aumento en la concentración de cisteína 
lentamente llevaría a la oxidación del aminoácido y la aparición de 
complejos de cisteína (entre ellos las cistina), que suprimirían 
sus propiedades de lixiviación [27]. 
1.5 Biorreactores aplicados a procesos de biodesulfurización de 
carbones 
Existen diferentes configuraciones de reactores que se han probado 
para procesos de biooxidación/biolixiviación de sulfuros, los cuales 
se enmarcan dentro de dos tipos principales: reactores de 
suspensiones agitadas y reactores de lecho empacado. 
1.5.1 Reactores de suspensiones agitadas 
Los procesos en suspensión básicamente consisten en preparar una 
mezcla de una solución ácida, que contiene los microorganismos, con 
el carbón a un porcentaje de pulpa definido. En la actualidad no 
existen procesos llevados a nivel comercial, aunque se han 
desarrollado sistemas hasta nivel de planta piloto [23,75,105]. 
 
Estos procesos se han estudiado en diferentes configuraciones de 
tanque agitados mecánicamente [74,75], aunque se considera que la 
configuración con mayor potencial es la que utiliza agitación 
neumática (tipo slurry-airlift), principalmente debido a sus buenas 
tasas de transferencia de masa y calor con bajo consumo de energía, 
al eliminar la agitación mecánica y presentar una mayor eficiencia 
en transferencia de oxígeno [85,106].  
 
Entre los diferentes factores que afectan la eficiencia de los 
procesos en suspensión, se han estudiado el suplemento de los 
nutrientes gaseosos necesarios para la bacteria (aire enriquecido) 
y el mantenimiento las partículas de carbón en suspensión [21]. Con 
estas consideraciones se ha logrado trabajar con concentraciones de 
pulpa entre 20% w/v - 70% w/v, obteniéndose oxidaciones del azufre 
pirítico presente en el carbón de hasta 90% [21,73], en tiempos 





Aunque a nivel general los procesos en suspensión trabajan con 
tamaños de partícula finos (menores a 0.50 mm), se han reportado 
procesos a nivel de planta piloto que trabajaron con un carbón de 
tamaño -3/4” #Ty (menor a 19.05 mm) que obtuvieron alrededor de un 
60% de oxidación del azufre pirítico en un tiempo de residencia de 
4 días y una concentración de pulpa de 20% w [75]. 
1.5.2 Reactores de lecho empacado 
Básicamente, un biorreactor de lecho empacado, consiste en un tanque 
o tubo relleno con un material de soporte en el cual se fijan los 
microorganismos que catalizarán el proceso, por el cual se alimenta 
un fluido que contiene los sustratos, que reaccionarán a medida que 
fluyan por el reactor [107]. 
 
Sin embargo, en la industria minera, el material que forma el lecho 
contiene el sustrato, principalmente sulfuros y algunos óxidos. A 
nivel industrial, este proceso consiste en formar apilados del 
material a tratar, el cual se irriga con la solución ácida 
conteniendo los microorganismos [108–110]. El lixiviado se infiltra 
a través de la pila, disolviendo los minerales de interés [20,108–
112]. Luego, esta solución es recogida y llevada a un pozo y de ahí 
hasta la planta de extracción, donde se recupera metales de valor 
agregado, generalmente por electroobtención. Posteriormente, el 
ácido es refinado y nuevamente recirculado [113]. El tamaño de las 
pilas e inversión en equipos dependen del porcentaje de metal a 
extraer, naturaleza de la mena y la cantidad de material a tratar. 
 
En cuanto a la biodesulfurización de carbones, en la actualidad no 
hay desarrollos comerciales, aunque existen estudios a nivel de 
laboratorio, en biorreactores de columna de diferentes alturas, y a 
nivel de planta piloto, en pilas de hasta 10 toneladas, en ambos 
casos con lechos de diferentes tamaños de partícula que oscilan 
entre 25.4 mm y 0.5 mm [3,19,44,72]. El proceso en general consiste 
en un sistema de recirculación del medio lixiviante, que se alimenta 
por la parte superior de la columna y se extrae por la inferior para 
ser nuevamente enviado a un tanque de alimentación para repetir el 
ciclo.  
 
Aunque los estudios en biorreactores de lecho empacado arrojan 
eficiencias de remoción significativas si se utilizan tiempos de 
residencia largos [13], como proceso es económicamente viable ya 
que se ha determinado que los costos por tratamiento serían 
aproximadamente 78% más bajos que los métodos de biodesulfurización 
en suspensión, además de que se opera con mayor facilidad [38]. Por 
esta razón se evalúan factores que permitan mejorar el proceso, 
buscando que el tratamiento sea económicamente viable para ser 





Uno de los principales inconvenientes de los procesos en lecho 
empacado son las sales de sulfato insolubles generadas durante la 
biodesulfurización (i.e. jarosita), ya que se ha reportado se 
generan entre la interfase líquido-sólido, pudiéndose adherir sobre 
la superficie del carbón, disminuyendo la eficiencia del proceso 
[12,44], lo que en algunos casos ha generado variaciones no 
significativas en el contenido de azufre total antes y después de 
la biooxidación (a pesar de evidenciar oxidación de pirita) y además 
estas sales pueden cubrir parte del sulfuro, reduciendo la 
superficie de carbón abierta para el ataque bacteriano [44]. Sin 
embargo, las sales de sulfatos que se adhieren al carbón pueden ser 
térmicamente estables a la temperatura de combustión del carbón por 
lo que no se convertirían en SO2 ni irían a la corriente de gases 
[12]. 
1.6 Hipótesis y consideraciones de la experimentación 
Con base en la información suministrada sobre procesos de 
biodesulfurización de carbón y los mecanismos implícitos dentro del 
proceso (véase Sección 1.3) y el efecto de la adición de cisteína 
en sistema de biooxidación de pirita pura (véase Sección 1.4), para 
este trabajo se planteó la siguiente hipótesis:  
 
La adición de cisteína e iones férricos, involucrados en el 
mecanismo de reacción de la biooxidación de pirita, pueden afectar 
positivamente la cinética de los procesos de biodesulfurización de 
carbones con alto contenido de azufre. 
 
Para validar la hipótesis se tuvo en cuenta algunas consideraciones 
basadas en trabajos previos reportados en la literatura, tanto a 
nivel regional como internacional, las cuales se describen a 
continuación: 
 
 La aplicación fue considerada para carbones bituminosos, ya que 
estos son los de mayor porcentaje medido en reservas y son los 
más utilizados en procesos de combustión [1], así como tienen 
potencial de aplicación en otras industrias como materia prima 
primaria (ej.: fabricación de carbón activado [114,115]).  
 
Todo el proyecto se fundamentó en una muestra de carbón rica en 
pirita extraída de la Mina “La Angostura” (Municipio de Morales, 
Cauca, Colombia). Esta zona se eligió con base en el proyecto de 
investigación Colciencias – Universidad Nacional de Colombia Sede 
Medellín “Biodesulfurización de carbones provenientes de la zona 
Río Guachinte – Río Aznazú Valle del Cauca y Cauca”, contrato 
297/2005, culminado en 2009, donde se reportó carbones con 




 Todos los ensayos se hicieron a nivel de erlenmeyer para las dos 
configuraciones de proceso principales: suspensiones y lecho 
empacado. 
 
 Se eligió un tamaño de partícula similar para todos los procesos, 
entre 2.38 mm (malla 8) y 0.50 mm (malla 30), a fin de encontrar 
diferencias y similitudes entre las dos configuraciones de 
proceso empleadas. 
 
 Todos los reactivos utilizados para la preparación de la solución 
lixiviante fueron de grado analítico. Todos los ensayos tuvieron 
la misma composición de sales basales del medio T&K ((NH4)2SO4, 
MgSO4.7H2O y KH2PO4) [116] e igual cantidad de H2SO4 98 %v, con el 
fin de evaluar directamente las diferencias generadas a partir 
de la adición de cisteína y/o las sales férricas.  
 
 Se utilizaron cepas comerciales de Acidithiobacillus ferrooxidans 
(ATCC 23270) y Acidithiobacillus thiooxidans (ATCC 15494).  
 
 Él tiempo de los ensayos en suspensión se escogió teniendo en 
cuenta el transcurso de la fases lag, exponencial y el inicio de 
la fase estacionaria del potencial de óxido-reducción en un 
proceso sin adición de cisteína ni sales férricas, cuya variable 
principal a evaluar fue el porcentaje de azufre pirítico. Este 
se determinó a partir de experiencias anteriores con varios tipos 
de carbones colombianos [16,17,25] y ensayos preliminares con el 
carbón de interés, fijándose en 12 días. 
 
 Para la configuración el lecho empacado, se tuvieron en cuenta 
trabajos preliminares [44,72], considerando 4 fases de proceso: 
acidificación, inoculación, biodepiritización y  lavado, sumando 
en total 45 días. 
1.7 Objetivos 
Teniendo en cuenta las consideraciones planteadas en la sección 1.6, 
el objetivo general de este trabajo fue: 
 
Evaluar el efecto de un compuesto orgánico (cisteína) y sales 
inorgánicas férricas (cloruro y sulfato férrico) como potenciadores 
de la oxidación de pirita en procesos de biodesulfurización de 
carbones ricos en azufre tanto en suspensión como en lecho empacado, 
a nivel de laboratorio, utilizando microorganismos acidófilos, bajo 





Para tal propósito se planteó los siguientes objetivos específicos: 
 
 Evaluar la influencia de la concentración de cisteína e iones 
férricos sobre un proceso de biodesulfurización de carbón en 
suspensión a nivel de erlenmeyer. 
 
 Analizar un proceso de biodesulfurización en lecho empacado a 
nivel de laboratorio para el carbón de interés a diferentes 
tiempos de proceso, bajo condiciones fisicoquímicas establecidas. 
 
 Definir la eficiencia de la biolixiviación de azufre, a partir 
de la mineralogía del proceso de biodesulfurización en carbones, 





2. Análisis Químicos y Mineralógicos Preliminares 
del Carbón 
2.1 Carbón 
Se hizo muestreo de dos mantos de carbón, denominados “Mina Vieja” 
y “Vampiro”, de la Mina “La Angostura”, ubicada cerca al Municipio 
de Morales del Departamento del Cauca (Colombia). Los mantos se 
escogieron con base en estudios preliminares en la zona del proyecto 
de investigación Colciencias – Universidad Nacional de Colombia Sede 
Medellín “Biodesulfurización de carbones provenientes de la zona 
Río Guachinte – Río Aznazú Valle del Cauca y Cauca”, contrato 
297/2005, culminado en 2009, donde se observó que contenían el mayor 
porcentaje de azufre de la mina. 
2.1.1 Preparación inicial de la muestra 
Del total de muestra tomada para cada caso, se realizaron cuarteos 
sucesivos, con el fin de tener una cantidad de muestra 
representativa para las diferentes fases experimentales. 
Posteriormente, la muestra se molió y a un tamaño de partícula entre 
pasante malla 8 (2.38 mm) y retenido malla 30 (0.50 mm), de acuerdo 
a la serie Tyler de tamices (-8 +30 #Ty). 
2.2 Análisis  
2.2.1 Análisis Químicos 
Las muestras de carbón fueron molidas a un tamaño de partícula -60 
#Ty (menor a 0.25 mm). Posteriormente se hicieron análisis químicos 
de las formas de azufre y hierro presentes en el carbón (ASTM D 
4239, ASTM D 2492-02), así como análisis próximos en base bruta 
(humedad residual: ASTM D 3173, cenizas: ASTM D 3174, materia 
volátil: ISO 562, carbono fijo: ASTM D 3172, capacidad calorífica 
bruta: ASTM D 5865), con el fin de determinar las características 
iniciales de la muestra. 
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2.2.2 Análisis Mineralógicos 
Se estableció la composición mineralógica de las muestras mediante 
difracción de rayos X (DRX) y análisis de infrarrojo por 
reflectancia difusa con transformada de Fourier (DRIFT, por sus 
siglas en inglés).  
 
Para DRX, el carbón se molió en mortero de ágata hasta -200 #Ty y 
se analizó en un difractómetro marca Rigaku Miniflex II, mediante 
el método paso a paso, en el intervalo 2θ entre 5° y 70°, tamaño 
del paso de 0.01°, con un tiempo de conteo de 1 segundo. Los 
minerales presentes en el carbón fueron cuantificados mediante 
refinamiento de Rietveld, cuyas simulaciones y cálculos se llevaron 
a cabo en el programa X’Pert HighScore Plus© y la base de datos 
PDF2.  
 
Para DRIFT se utilizó la muestra a tamaño inicial (-8 +30 #Ty) y se 
analizó en un espectrómetro marca Shimadzu FTIR-8400 S, empleando 
un intervalo de número de onda entre 400 cm-1 y 4000 cm-1 y 60 
barridos, a una resolución espectral de 4 cm-1. Cada espectro se 
trató utilizando la corrección de Kubelka-Munk, usando el programa 
IRsolution©. 
2.3 Resultados  
2.3.1 Análisis Químicos 
Como se muestra en la Tabla 2-1, el mayor contenido de azufre en 
las muestras de carbón correspondió a pirítico, siendo mayor para 
“Mina Vieja”. El alto contenido de azufre de sulfato en “Vampiro”, 
puede dar indicio de que en este carbón ocurrió un proceso previo 
de oxidación natural de pirita, o también pudo ser debido a sulfatos 
precipitados del sector donde se tomó la muestra de carbón. El 
azufre orgánico no tiene diferencia significativa entre ambos 
carbones. 
 
Aunque las dos muestras tuvieron un alto contenido en cenizas, “Mina 
Vieja” las presentó en mayor proporción (63.64% más alta que 
“Vampiro”). Por otra parte, “Vampiro presenta un menor contenido en 
humedad, un alto contenido de carbono fijo y una mayor capacidad 
calorífica en base bruta respecto a “Mina Vieja”, mientras que la 
materia volátil se encuentra dentro del mismo rango para ambos 
carbones. Adicionalmente, a partir del análisis próximo y mediante 
la aplicación la norma ASTM D 388-05 para la clasificación de 
carbones por rango, se pudo caracterizar ambos carbones como 





Por otra parte, con base en la composición de hierro se pudo apreciar 
que un porcentaje considerable del elemento no hace parte de la 
pirita (16.66% para “Mina Vieja” y 41.06% para “Vampiro”) por lo 
que para propósitos del trabajo se consideró como “hierro no 
pirítico”.  
 
Tabla 2-1: Análisis próximos, formas de azufre, composición de 
hierro y composición mineralógica en las muestras de carbón. 
 
Análisis próximos “Mina Vieja” “Vampiro” 
Humedad (%) 4.6 2.6 
Cenizas (%) 27.0 16.5 
Materia volátil (%) 34.7 38.1 
Carbono fijo (%) 33.7 42.8 
Capacidad calorífica (Cal/g) 5106 6341 
Formas de azufre (%)   
Pirítico 4.00 2.67 
Sulfatos 0.79 1.90 
Orgánico 1.48 1.43 
Composición de hierro (%)   
Pirítico 3.50 2.34 
No Pirítico 0.65 1.63 
2.3.2 Análisis Mineralógicos 
La Figura 2-1 muestra el difractograma de los carbones iniciales. A 
nivel general, los difractogramas de ambos carbones evidenciaron 
presencia de pirita (FeS2), caolinita (Al2Si2O5(OH)4) y cuarzo (SiO2), 
los cuales, con excepción de cuarzo, se expresan con mayor 
intensidad en “Mina Vieja”. También se observó una curvatura en la 
línea base entre 2θ = 13°–23°, interpretada como debida a la fase 
amorfa del carbón [117]. Adicionalmente, “Mina Vieja” evidenció 
jarosita (KFe3(SO4)2(OH)6), mientras que “Vampiro” contuvo rozenita 
(FeSO4.4H2O).  
 
Mediante el refinamiento Rietveld de los patrones de DRX sin 
considerar la fase amorfa [118] y considerando el análisis químico 
de azufre pirítico, la Tabla 2-2 constata las proporciones de las 
fases cristalinas de ambos carbones con un índice de bondad de 
ajuste (goodness of fit: GOF) alrededor de 1.1% y un perfil residual 
ponderado (weighted residual profile: Rwp) por debajo del 18%, que 
determinaron que el modelo de refinamiento fue bueno para aceptar 





Figura 2-1: Difractogramas de los carbones “Mina Vieja” y “Vampiro”.  
 
 
Ka: caolinita, Qz: cuarzo, Py: pirita, Ja: jarosita y Ro: Rozenita. 
 
Tabla 2-2: Porcentajes de caolinita y cuarzo en los carbones “Mina 
Vieja” y “Vampiro”. 
 
Muestra Py (%w) Ka (%w) Qz (%w) Ro (%w) Ja (%w) 
“Mina Vieja” 7.50 28.86 1.69 - <0.50 
“Vampiro” 5.01 14.96 3.42 4.16 - 
 
La Figura 2-2 muestra los espectros de DRIFT para las muestras de 
carbón. Se verificó la presencia de pirita (410 cm-1 [17,121]), así 
como caolinita y cuarzo (enlaces Si-O asociados con caolinita y 
cuarzo: 441 cm-1, 492 cm-1, 945 cm-1, 1018 cm-1 y 1103 cm-1 [121–124]; 
enlaces Si-O-Al asociadas con caolinita: 644 cm-1 y 754 cm-1 [122–
125]; enlaces O-H asociadas con caolinita: 3244 cm-1, 3257 cm-1, 3628 
cm-1, 3653 cm-1, 3673 cm-1 y 3697 cm-1 [121,123,125,126]).  
 
Adicionalmente, ambos carbones evidenciaron bandas comunes 
correspondientes a  sulfatos (alrededor de 598 cm-1, 617 cm-1 
[122,129], enlace S-O asociado a sulfato de hierro: 700 cm-1 
[122,126]); sin embargo, “Mina Vieja” mostró otras bandas asociadas 
a jarosita (enlace S-O: 1192 cm-1 [121,122,129,130]; enlaces O-H: 
1620 cm-1 y entre 3381 cm-1 y 3416 cm-1 [122,123,129–131]), mientras 
que “Vampiro” mostró otras bandas posiblemente asociadas a la 
rozenita (Enlace S-O: 748 cm-1, 1080 cm-1 [122,132]; enlace O-H 
asociado a sulfato: 3386 cm-1 [122,126]). 
 
También se observaron bandas correspondientes a la matriz orgánica 
(cadenas aromáticas: enlaces O-H asociadas a grupos fenólicos: 3211 
cm-1, 3128 cm-1 y entre 3284 y 3570 cm-1 [124,126,127]; enlaces C-H: 
808 cm-1 y entre 3065 cm-1 y 3103 cm-1 [124,126–128], núcleo C=C: 1470 
cm-1 [124,126] y enlace éter-éster: 1248 cm-1 [126]; cadenas 
alifáticas: enlaces C-H: 719 cm-1 y entre 3034 cm-1 y 3043 cm-1 
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[121,127], enlaces C-H2: 2862 cm-1 [124,126,127], enlaces C-H3: 2940 
cm-1 y entre 1379 cm-1 y 1277 cm-1  [121,126,127], enlaces carboxilo y 
cetona fuertemente conjugados: 1653 cm-1 [126]).  
 
Por otra parte, se observó bandas correspondientes a la humedad 
natural del carbón (entre 4000 cm-1 y 3800 cm-1), así como bandas de 
CO2 (2365 cm-1) y la humedad del medio ambiente (entre 2750 cm-1 y 2200 
cm-1) que rodearon la muestra durante el análisis [128,133]. 
 




KM: Unidades de Kubelka-Munk, Ka: caolinita, Si: enlaces asociados 
a silicatos (caolinita y cuarzo), Py: pirita, SO42-: enlaces 
asociados a sulfato, M: enlaces asociados a la matriz orgánica del 
carbón y Ja: jarosita. 
2.3.3 Distribución del carbón para la experimentación 
Con base en los análisis químicos y mineralógicos de ambos carbones, 
se escogió “Mina Vieja” para todas las experimentaciones de este 
trabajo, tanto a nivel de erlenmeyer como en lecho empacado (véase 
Capítulos 3 a 6), puesto que contuvo la mayor proporción de pirita. 
No obstante, el carbón “Vampiro” se utilizó como comparativo en los 




3. Evaluación del efecto de las interacciones 
Acidithiobacillus thiooxidans-cisteína en un 
proceso de biodesulfurización de carbones 
mediado por Acidithiobacillus ferrooxidans 
3.1 Introducción 
Uno de los principales objetivos para la industrialización de los 
procesos de biodesulfurización de carbones es perfeccionar la 
relación costo operativo versus tiempo de residencia frente a la 
oferta y demanda del material, ya que los requerimientos 
legislativos de combustibles bajos en polutantes exigirán el uso de 
tecnologías limpias como la alternativa biológica propuesta 
[10,12,14,21,24]. 
 
En vista de lo anterior, varios investigadores se han enfocado en 
la mejora de eficiencias de la velocidad de desulfurización, 
especialmente la oxidación y lixiviación de pirita, mineral que 
aporta la mayor proporción de azufre en carbones con alto contenido 
de este elemento (S > 3% w) [4,12,16,17]. Una de ellas consiste en 
utilizar ciertos aditivos potenciadores de la velocidad de oxidación 
de pirita.  
 
Previas investigaciones reportaron que la adición de aminoácidos o 
proteínas que contienen el grupo sulfhidrilo en su estructura (-
SH), especialmente cisteína, incrementan la oxidación de pirita 
mediada por A. ferrooxidans. Al adicionar cisteína al medio de 
cultivo, esta se comporta como un agente corrosivo que facilita el 
transporte químico de energía entre la pirita y los microorganismos, 
con lo cual se obtienen incrementos en la oxidación de hasta 200% 
[26–29]. Sin embargo, esto sólo fue probado en pirita pura y no se 
consideró el efecto de otros minerales o compuestos naturalmente 
acompañantes. 
 
Por otra parte, también se ha reportado que el uso de dos o más 
microorganismos sulfooxidantes puede ayudar a mejorar los índices 
globales de remoción de azufre inorgánico, en especial consorcios 
conformados por A. ferrooxidans y A. thiooxidans. En este sentido, 
aunque A. thiooxidans no se reconoce participe significativamente 
en la oxidación de pirita, puede ayudar a reducir la precipitación 
de sulfatos subproductos de la oxidación de pirita, mediante 
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pequeñas adiciones de alguna de sus fuentes de energía (ej.: azufre 
elemental) [16,17,31–33].  
 
Respecto a lo anterior, se debe tener en cuenta que si A. thiooxidans 
se utilizase en un medio que contiene cisteína podría afectar la 
eficiencia del aminoácido, ya que este microorganismo puede degradar 
el aminoácido [34]. Sin embargo, aún no existe ninguna investigación 
que reporte las ventajas o desventajas de esta reacción en un proceso 
de biodesulfurización de carbón. 
 
Con base en lo anterior, en este capítulo se muestra el efecto de 
diferentes concentraciones de cisteína sobre la oxidación de pirita 
cuando se encuentra contenida en una matriz de carbón, explicando 
las interacciones que ocurren entre el material y el medio de cultivo 
respecto a la acción de A. ferrooxidans en presencia de A. 
thiooxidans. Para ello se utilizaron análisis químicos y 
mineralógicos, con el fin de analizar los fenómenos encontrados en 
todos los procesos. 
3.2 Materiales y métodos 
3.2.1 Carbón 
El carbón utilizado se extrajo del manto “Mina Vieja” de la Mina 
“La Angostura” (Municipio de Morales, Cauca, Colombia). Luego de 
varios cuarteos sucesivos, la muestra se molió y a un tamaño de 
partícula entre pasante malla 8 (2.38 mm) y retenido malla 30 (0.50 
mm), de acuerdo a la serie Tyler de tamices (-8 +30 #Ty). El Capítulo 
2 muestra toda la información química y mineralógica del material a 
tratar (véase Sección 2.3). 
3.2.2 Microorganismos 
Se seleccionó una cepa pura de Acidithiobacillus ferrooxidans (ATCC 
23270) y un consorcio de la misma bacteria con Acidithiobacillus 
thiooxidans (ATCC 15494). Cada cultivo tuvo una adaptación previa a 
un proceso de biodesulfurización del carbón de interés, con base en 
protocolos implementados en investigaciones previas aplicadas a 
carbones colombianos [16,17,25].  
 
La adaptación consistió en repiques sucesivos, donde parámetros como 
pH, concentración de pulpa de carbón y sulfato ferroso fueron 
gradualmente variados hasta llegar a las condiciones deseadas. 
Posteriormente, se hicieron fases graduales de adaptación a cisteína 
(HS-CH2-CHNH2-COOH) a diferentes concentraciones de (0.6 mg/L – 600 
mg/L), siendo la última etapa repetida para cada concentración de 
aminoácido, hasta no observar variaciones entre réplicas, respecto 
a los valores de potencial de óxido-reducción y porcentajes de 




Los inóculos para cada cultivo bacteriano a las diferentes 
concentraciones de cisteína, de 0 mg Cys/L a 600 mg Cys/L (variable 
en múltiplos de 10), se prepararon en erlenmeyer de 350 mL, usando 
un volumen de trabajo de 150 mL y una relación de 1 g de carbón por 
cada 10 mL de solución lixiviante, la cual contuvo el aminoácido 
más 10% v de inóculo bacteriano (5x108 células/mL), 150 mg Fe2+/L 
(750 mg FeSO4.7H2O/L), 1.5 mL H2SO4 (98% v)/L, y la solución base el 
medio T&K (500 mg (NH4)2SO4/L, 500 mg MgSO4.7H2O/L y 500 mg KH2PO4/L) 
[116]. Las cepas se incubaron en un agitador orbital, por 12 días, 
a una temperatura de 30°C ± 1°C y una velocidad de agitación de 180 
rpm ± 2 rpm. 
3.2.3 Ensayos de biodesulfurización 
Cada ensayo fue preparado en erlenmeyer de 350 mL, con un volumen 
de trabajo de 150 mL y una relación de 1 g de carbón por cada 10 mL 
de solución lixiviante, de igual composición que la empleada en la 
preparación de cultivos, más 10% v de inóculo de la etapa final de 
adaptación. Las variables evaluadas fueron: 
 
 Microorganismos: Cultivos de A. ferrooxidans pura, y en consorcio 
con A. thiooxidans. 
 
 Concentraciones de cisteína (mg Cys/L): 0, 0.6, 6, 60 y 600. El 
aminoácido se disolvió en el medio de cultivo, en el instante 
previo a la inoculación con el microorganismo y la adición del 
carbón. 
 
Todos los procesos fueron incubados por 12 días, a las mismas 
condiciones de temperatura y agitación utilizadas en la preparación 
de los inóculos y tuvieron su respectiva réplica y control abiótico 
(sin presencia de microorganismos). 
3.2.4 Análisis Químicos 
Los ensayos fueron monitoreados con mediciones periódicas de pH y 
potencial redox (Eh) mediante el uso de un equipo SCHOTT Handylab, 
con un electrodo de Eh de Ag/AgCl y un electrodo de pH con 
electrolito de KCl. El hierro total y hierro ferroso en solución 
fueron determinados en un espectrofotómetro Thermo GENESYS UV 10, 
utilizando el método de la o-fenantrolina ASTM E 394-09. 
 
A partir de las concentraciones de hierro, se calculó el hierro 
removido del carbón (%Fer, ver Ecuación (3.1)), teniendo en cuenta 
los parámetros hierro en solución al día 0 (Fei, mg/L), hierro en 
solución al día t (Fet, mg/L), volumen de solución (Vl, L), masa de 
carbón (Mc, g) y su contenido total de hierro (%FeT, hierro pirítico 




%Fe = 100 ×





Al final de cada ensayo, se midieron las formas de azufre del carbón 
tratado con base en el método ASTM D 2492-02. La pirita oxidada 
(%Pyox) y el sulfato removido (%SO42-rem) fueron calculados 
respectivamente, teniendo en cuenta el contenido de azufre pirítico 
y de azufre en forma de sulfatos tanto de la muestra original (%SPy,i 
y %SSO4,i) como de las muestras tratadas (%SPy,f y %SSO4,f) (ver 
Ecuaciones (3.2) y (3.3)). 
 
%Py  =  100 ×





%SO  =  100 ×




3.2.5 Análisis Mineralógicos 
Se estableció la composición mineralógica de las muestras tratadas 
mediante difracción de rayos X (DRX) y análisis de infrarrojo por 
reflectancia difusa con transformada de Fourier (DRIFT, por sus 
siglas en inglés).  
 
Para DRX, el carbón se molió en mortero de ágata hasta -200 #Ty y 
se analizó en un difractómetro marca Rigaku Miniflex II, mediante 
el método paso a paso, en el intervalo 2θ entre 5° y 70°, tamaño 
del paso de 0.01°, con un tiempo de conteo de 1 segundo. Los 
minerales presentes en el carbón fueron cuantificados mediante 
refinamiento de Rietveld, cuyas simulaciones y cálculos se llevaron 
a cabo en el programa X’Pert HighScore Plus© y la base de datos 
PDF2.  
 
Para DRIFT se utilizó la muestra a tamaño inicial (-8 +30 #Ty) y se 
analizó en un espectrómetro marca Shimadzu FTIR-8400 S, empleando 
un intervalo de número de onda entre 400 cm-1 y 4000 cm-1 y 60 
barridos, a una resolución espectral de 4 cm-1. Cada espectro se 





3.2.6 Ensayos en ausencia de carbón 
Con el fin de corroborar las interacciones carbón-microorganismos-
cisteína, se hicieron los siguientes ensayos en erlenmeyer de 350 
mL (volumen de trabajo 150 mL): 
 
 A. ferrooxidans, cultivado en medio T&K original, con 33.33 g 
FeSO4.7H2O/L como fuente exógena de energía [116]. 
 
 A. ferrooxidans, cultivado bajo las condiciones anteriores, 
adicionado con 600 mg Cys/L. 
 
 A. ferrooxidans, cultivado bajo las condiciones del primer 
experimento, con adición de 1 g de carbón, por cada 10 mL de 
solución, al día 6. 
 
Todos los procesos fueron incubados por 12 días, a las mismas 
condiciones de temperatura y agitación que los inóculos y ensayos 
(30°C ± 1°C y 180 rpm ± 2 rpm). Cada experimento tuvo su respectiva 
réplica y control abiótico (sin presencia de microorganismos). 
3.2.7 Análisis medio de cultivo en presencia de cisteína 
Se determinó la concentración de sulfatos presentes en el medio T&K 
en ausencia de bacterias bajo dos condiciones: (i) composición 
original y (ii) con adición de 600 mg Cys/L. Los análisis se hicieron 
mediante el método estándar turbidimétrico con cloruro de bario APHA 
4500 SO42-, 24 horas después de que las soluciones fueran preparadas, 
para lo cual se dejaron en reposo a una temperatura de 30°C ± 1°C. 
3.3 Resultados 
3.3.1 Ensayos de biodesulfurización 
La Figura 3-1 presenta la variación del pH en el tiempo. Este valor 
aumentó al primer día para todos los ensayos y controles abióticos, 
donde aquellos que utilizaron 60 mg Cys/L y 600 mg Cys/L alcanzaron 
el pH máximo (1.64). De manera general, se puede aseverar que tanto 
para los ensayos con A. ferrooxidans, como para el consorcio después 
del día 1, la adición de cisteína permitió mayor disminución del 
pH, existiendo una relación inversa entre la proporción de 
aminoácido y el valor final, incluso en los controles abióticos. 
Además, los ensayos con cisteína siempre bajaron más el valor de pH 
que los controles abióticos, en especial los ensayos con 600 mg 
Cys/L obtuvieron el mínimo pH al final del proceso (1.52). Por otra 
parte, no se observaron diferencias significativas en este parámetro 




Figura 3-1: Comportamiento del pH vs. tiempo de los ensayos de 




a) A. ferrooxidans (Af) y b) Consorcio (C). A Co: Control Abiótico. 
 
En cuanto al Eh (ver Figura 3-2), las diferencias del valor inicial 
entre cada ensayo y su respectivo control abiótico se debieron a la 
presencia de iones férricos en los inóculos. Por otro lado, los 
ensayos con 600 mg Cys/L mostraron una reducción considerable en el 
valor inicial de Eh (50 mV), por debajo de lo observado para los 
demás ensayos. 
 
A diferencia del pH, el Eh tuvo un comportamiento diferente frente 
al tipo de cultivo bacteriano utilizado. Buena parte (la mayoría) 
de los ensayos, usando tanto A. ferrooxidans como el consorcio, 
tuvieron comportamientos de Eh en el tiempo, similares a los ensayos 
sin adición de cisteína (ensayos con A. ferrooxidans y cisteína a 
0.6 mg/L, 6 mg/L y 60 mg/L, y con el consorcio y cisteína a 0.6 
mg/L), mostrando una pequeña caída inicial durante el primer día, 
seguida por un aumento fuerte en el día 3, llegando en promedio a 
valores alrededor de 550mV, y seguido por una fase estacionaria 




Los demás ensayos mostraron comportamientos disímiles, con relación 
al tipo de cultivo microbiano usado, donde se observó un incremento 
cuando se adicionaron 6 mg Cys/L y 60 mg Cys/L (ver Figura 3.2, 
literal b), obteniéndose valores de 590 mV y 650 mV respectivamente 
después del sexto día. En cambio, cuando se utilizó la máxima 
concentración de aminoácido, el ensayo con A. ferrooxidans inició 
en un valor alrededor de 400 mV, seguido de un aumento y 
estabilización en 500 mV después del día 3, mientras que al utilizar 
el consorcio, el ensayo mantuvo un Eh de 480 mV hasta el día 3 y 
luego se incrementó hasta 650 mV después del noveno día. 
 
Por otra parte, los controles abióticos utilizando cisteína hasta 
60 mg/L no mostraron cambios significativos en sus valores, 
manteniendo un Eh alrededor de 410 mV, mientras que al utilizar 600 
mg Cys/L el valor inició en 350 mV y luego incrementó y se estabilizó 
en 390 mV después del día 1. 
 
Figura 3-2: Comportamiento del Eh vs. tiempo de los ensayos de 








La Figura 3-3 muestra la relación entre el Eh y el logaritmo natural 
de la razón Fe3+/Fe2+ para todos los ensayos, independiente de la 
concentración de cisteína, cultivo bacteriano o instante de tiempo 
t. La tendencia lineal indica que para la experimentación de este 
trabajo las interacciones Fe3+/Fe2+ pueden explicar con un 97% de 
confiabilidad las variaciones del Eh. 
 
Figura 3-3: Correlación entre el Eh vs. Ln(Fe3+/Fe2+) para todos los 
ensayos de biodesulfurización de carbón, a diferentes 





La Figura 3-4 muestra la relación entre la proporción de pirita 
oxidada al final de los ensayos y la concentración inicial de 
cisteína usada. Puede verse un incremento gradual en la oxidación 
de la pirita final en todos los ensayos con relación al aumento en 
la proporción inicial de cisteína a concentraciones entre 0.6 mg/L 
y 60 mg/L. En este intervalo, los ensayos con el consorcio 
considerablemente mostraron mejores resultados que los ensayos con 
el cultivo puro, donde el ensayo con 60 mg Cys/L tuvo la máxima 
oxidación, 28.44% más alta que los ensayos sin aminoácido. 
  
Por otra parte, los ensayos donde se usó 600 mg Cys/L presentaron 
un comportamiento diferente, con una disminución considerable en la 
proporción de pirita oxidada cuando se usó A. ferrooxidans y 
prácticamente ningún efecto (con leve disminución) para los ensayos 





Figura 3-4: Porcentaje de pirita oxidada de los ensayos de 




Af: A. ferrooxidans y C: consorcio. 
 
En la Figura 3-5 se puede observar el hierro removido en el tiempo, 
donde los ensayos tuvieron un comportamiento similar en cuanto al 
comportamiento cinético. Al primer día de proceso se vio una 
disolución media de 10%, seguida de una disminución en la remoción 
entre los días 1 y 3, evidenciada por un cambio en la pendiente de 
la recta. Luego, un posterior aumento, sin alcanzar la velocidad 
observada entre los días 0 y 1. Sin embargo, los controles abióticos 
no evidenciaron cambios significativos en este parámetro durante el 
proceso. 
 
Los ensayos sin cisteína tuvieron una tendencia similar para los 
dos cultivos bacterianos, los cuales alcanzaron la máxima remoción 
al noveno día y una posterior disminución en la velocidad hasta el 
final del ensayo. En contraste, los ensayos con adición de cisteína 
no tuvieron cambios significantes en la pendiente luego de 12 días; 
incluso los ensayos que utilizaron 600 mg Cys/L evidenciaron un 
continuo aumento en la remoción, aunque mucho menor que los otros 
ensayos.  
 
Cabe señalar que la velocidad de remoción de hierro después del 
tercer día dependió del tipo de cultivo y la concentración del 
cisteína con un alcance similar al observado en los análisis de Eh 
(ver Figura 3-2) y oxidación de pirita (ver Figura 3-4), 






Figura 3-5: Hierro removido vs. tiempo de los ensayos de 




a) A. ferrooxidans (Af) y b) Consorcio (C). A Co: Control Abiótico. 
 
Finalmente, la Figura 3-6 muestra una reducción del azufre en forma 
de sulfatos en las muestras de carbón tratadas respecto al contenido 
inicial con una tendencia similar a la observada en los porcentajes 
de pirita oxidada (ver Figura 3-4), revelando una dependencia 





Figura 3-6: Porcentaje de sulfato removido del carbón de los ensayos 




Af: A. ferrooxidans y C: consorcio. 
3.3.2 Análisis mineralógicos después del proceso de biodesulfurización 
La Figura 3-7 indica los porcentajes de las fases cristalinas de 
caolinita y cuarzo en las muestras de carbón tratadas, calculados a 
partir de refinamiento Rietveld de los patrones de DRX (GOF 
alrededor de 1.1% y Rwp por debajo del 20%, que determinaron un buen 
ajuste del refinamiento, para aceptar los porcentajes obtenidos 
[118–120]). 
 
Figura 3-7: Composición de silicatos en el carbón antes y después 
del proceso de biodesulfurización a diferentes concentraciones de 
cisteína, calculados con base en las composiciones obtenidas por el 
método de Rietveld. 
 
 
Af: Acidithiobacillus ferrooxidans, C: consorcio, K: caolinita, Q: 




Adicional a la oxidación de pirita y remoción de sulfatos, 
observadas en las Figuras 3-4 y 3-6, pudo apreciarse desaparición 
de caolinita luego del proceso de biodesulfurización, reduciendo su 
contenido desde 28.86% a una media de 18.34% (± 0.66%) entre todos 
los ensayos, sin observarse una correlación de tendencia respecto 
al tipo de microorganismo o cantidad de cisteína adicionada. Ningún 
ensayo evidenció lixiviación de cuarzo. Como dato adicional, ninguna 
de las muestras tratadas evidenció variaciones significativas en el 
porcentaje de jarosita.  
 
La Figura 3-8 muestra los espectros de DRIFT de los carbones tratados 
comparados con el espectro del carbón original reportado en el 
Capítulo 2 (véase Sección 2.3.2, Figura 2-2).  
 
Figura 3-8: Espectros de DRIFT del carbón antes y después del proceso 





a) A. ferrooxidans y b) Consorcio. KM: Unidades de Kubelka-Munk, 
Ka: caolinita, Si: enlaces asociados a silicatos (caolinita y 
cuarzo), Py: pirita, SO42-: enlaces asociados a sulfato, M: enlaces 




Las muestras tratadas indicaron variaciones en las bandas de 
caolinita, especialmente reducción de los enlaces O-H (desaparición 
de las bandas a 3673 cm-1 y 3257 cm-1) y algunas variaciones en los 
enlaces Si-O-Al (644 cm-1 y 754 cm-1). Las bandas de sulfato y 
jarosita a 700 cm-1, 1190 cm-1 y 1620 cm-1 prevalecen en todos los 
ensayos, mientras que los ensayos con 600 mg Cys/L muestran una 
tendencia de incremento a 598 cm-1 y 617 cm-1. Las bandas de la matriz 
orgánica no sufrieron cambios relevantes, con excepción de una leve 
variación en las bandas alifáticas (2860 cm-1 y 2938 cm-1). Por otra 
parte, los ensayos que utilizaron 600 mg Cys/L evidenciaron 
aparición de una banda a 1584 cm-1, correspondiente al enlace un S-
NH2 de la cisteína [28]. No se observaron otras bandas del aminoácido 
ya que sufren interferencias con bandas de enlaces similares a los 
de la materia orgánica [28]. 
3.3.3 Análisis en ausencia de carbón 
La Figura 3-9 muestra el comportamiento del Eh respecto al tiempo 
para los ensayos que se hicieron en el medio T&K original. Cuando 
A. ferrooxidans se cultivó en medio T&K, sobrepasó los 600 mV después 
del tercer día hasta alcanzar un máximo de 650 mV al día 6, similar 
a lo observado en el ensayo con el consorcio y 60 mg Cys/L (ver 
Figura 3-2, literal b). En contraste, el Eh descendió desde 650 mV 
hasta 520 mV cuando se adicionó carbón al sexto día de proceso, para 
luego estabilizarse en 550 mV después del noveno día, de igual forma 
que los resultados obtenidos para los ensayos sin adición de amino 
ácido (ver Figura 3-2, literal a). Por otra parte, no se evidenció 
oxidación de iones ferrosos cuando el medio contuvo 600 mg Cys/L. 
 
Figura 3-9: Comportamiento del Eh vs. tiempo para A. ferrooxidans 
cultivado en medio T&K. 
 
 
Af T-0: ensayo sin cisteína, Af T-600: ensayo con una adición de 
600 mg/L de cisteína y Af T-C: Ensayo con una adición de 1 g carbón 
por cada 10 mL de solución al día 6. 
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3.3.4 Análisis medio de cultivo en presencia de cisteína 
Los análisis de sulfatos del medio de T&K, con y sin adición de 
cisteína (Tabla 3-1), muestran que la concentración de sulfato 
descendió en un 19%, cuando el medio contuvo 600 mg Cys/L. 
 
Tabla 3-1: Concentración de sulfato del medio T&K, con y sin adición 








3.4 Discusión y conclusiones preliminares 
Es importante señalar que las variables predefinidas en este 
trabajo, como tamaño de partícula del carbón, medio de cultivo, 
concentración inicial de hierro y ácido sulfúrico, entre otros, se 
consideraron con base en experiencias pasadas [16,17,25], con el 
fin de mitigar, en lo posible, los efectos ya conocidos de algunos 
componentes del carbón sobre la lixiviación/reprecipitación de 
sulfatos, tanto los presentes en el carbón como los producidos a 
partir de la oxidación de pirita, importante a la hora de calcular 
el grado de biodesulfurización total [19,25,37,60].  
 
Con base en lo anterior, el pH se mantuvo de tal forma que no superó 
0.05 unidades de pH por encima del valor inicial, ni 0.10 unidades 
de pH por debajo (ver Figura 3-1), lo cual, en comparación con 
investigaciones previas [17,25], indica que los componentes del 
carbón y las reacciones ocurridas durante el proceso mantienen la 
acidez del medio dentro de un rango de variación mínima. Esta pudo 
ser la razón por la que las muestras de carbón tratadas no 
evidenciaron aumento en su concentración de sulfatos inicial al 
final del proceso; en cambio, tuvieron una remoción considerable de 
estos compuestos (ver Figura 3-6). 
 
También pudo apreciarse que utilizar una concentración de 600 mg 
Cys/L se reduce el grado de oxidación de pirita, incluso por debajo 
del porcentaje alcanzado en ausencia de aminoácido. Esto coincide 
con reportes de otros autores que indican toxicidad de este 
compuesto, cuando se encuentra en concentraciones por encima de 120 
mg/L [27]. 
   
No obstante, los cambios poco significativos en los porcentajes de 
oxidación de pirita para los ensayos con A. ferrooxidans y adición 
de cisteína hasta 60 mg/L (ver Figura 3-4) contrastan con los 
resultados reportados en literatura, en donde la adición del 
aminoácido incrementó considerablemente la oxidación de láminas de 
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pirita pura (espesor: 100 nm), al utilizar concentraciones similares 
a las empleadas en este trabajo y una cepa de la misma especie [26]. 
Cabe señalar que el experimento de oxidación de láminas homogéneas 
de pirita pura, difiere de los procesos biooxidación de mineral de 
pirita en suspensión, puesto que el sulfuro laminado y las cámaras 
de cultivo se prepararon de tal forma que se pudiera observar las 
interacciones cisteína-microorganismo-sulfuro en condiciones cuasi-
ideales, con un área superficial homogénea y sin interferencia de 
otras sustancias o compuestos típicos de los procesos de 
biooxidación [26]. 
  
En un proceso de biodesulfurización, la distribución heterogénea de 
forma y tamaño de la pirita puede reducir el comportamiento cinético 
de las interacciones del sulfuro con la cisteína. Este fenómeno se 
ha observado en investigaciones anteriores utilizando carbones de 
la misma zona de estudio, donde durante los procesos de 
biodesulfurización, los granos de tamaños nanométricos formando 
cúmulos framboidales son oxidados con una mayor velocidad que 
cristales individuales de mayor tamaño, los cuales incluso 
evidencian baja corrosión [17,44]. No obstante, hay que tener en 
cuenta que la presencia de minerales y materiales acompañantes (como 
lo es la matriz orgánica del carbón y sus asociados) también afectan 
el proceso, y por ende pudieron influir sobre el efecto de la 
cisteína. 
 
Se ha reportado que la caolinita, aunque en menor grado que los 
silicatos del grupo 2:1 (como la montmorillonita), puede adsorber 
aminoácidos [134]. Se ha observado que algunas moléculas orgánicas 
son capaces de entrar entre el espacio intercapas rompiendo los 
puentes de hidrógeno entre los grupos –OH superficiales de la 
caolinita y los átomos de oxígeno de las capas adyacentes. En el 
caso de los aminoácidos, los grupos -NH3+ y -COOH (medio ácido) [135] 
pueden formar puentes de hidrógeno, no sólo con los enlaces rotos 
de los cristales de caolinita, sino también con los grupos –OH de 
superficie basal octaédrica (ver Figura 3-10, literal a) [135–139]. 
De la misma forma, la matriz orgánica de los carbones bituminosos 
puede tener ciertas propiedades semi-adsorbentes, que permiten su 
uso como precursores en la fabricación de carbón activado [114,115], 
por lo cual los grupos activos de la cisteína podrían haber 
interactuado con el carbón por medio de fuerzas de Van der Waals 
(ver Figura 3-10, literal b). 
 
Con base en lo anterior, tanto la caolinita como la matriz orgánica 
del carbón pudieron haber influido sobre la reducción de la 
probabilidad de interacción de la cisteína con los granos de pirita, 
puesto que al encontrarse en mayor proporción que el sulfuro (para 
el carbón utilizado en este trabajo una relación aproximada de 1.0 
pirita: 3.8 caolinita: 8.4 matriz orgánica), podría haber existido 
una mayor posibilidad de que la mayor cantidad de aminoácido sea 




Figura 3-10: Esquema representativo de adsorción de cisteína en la 
matriz de orgánica y del carbón objeto de estudio [134,138,140]. 
 
 
a) Cisteína (Cys) en caolinita (Ka) y b) Cisteína en la matriz 
orgánica. 
 
Cuando los ensayos tuvieron presencia de A. thiooxidans, se generó 
un incremento notorio en los valores de Eh (ver Figura 3-2, literal 
b), al utilizar concentraciones de cisteína por encima de 6 mg/L, 
lo cual afectó positivamente la oxidación de pirita (ver Figura 3-
4). Esto indica que el comportamiento del Eh es clave, a la hora de 
entender el posible efecto del aminoácido sobre el proceso de 
biodesulfurización mediado por el consorcio. 
 
Como pudo observarse, todos los resultados de Eh, independiente del 
ensayo de origen e instante de tiempo donde se hizo la medición, 
tuvieron un ajuste lineal a un modelo tipo Nerst (ver Figura 3-5), 
el cual define la relación entre la actividad bacteriana versus los 
cambios en el Eh y la velocidad de oxidación de iones Fe2+ en la 
fase líquida [141]. Esto significa, que todos los fenómenos del 
proceso pueden ser ampliamente explicados por los cambios en la 
razón Fe3+/Fe2+, descartándose el efecto de otras variaciones de 
óxido-reducción, para otro tipo de compuestos presentes en el medio, 
los cuales se considera no tuvieron un impacto significativo. Por 
ello, teniendo en cuenta el mecanismo indirecto de oxidación 
bacteriana de pirita, explicado en la sección 1.3.3, las variaciones 
en la relación Fe3+/Fe2+ pueden ser descritas por la oxidación química 
del sulfuro por acción de iones Fe3+ (ver Ecuación (1.1)), y la 
biorregeneración del agente oxidante (ver Ecuación (1.2)) [33,36], 
con una dependencia directa a las interacciones más sobresalientes 





3.4.1 Interacciones A. ferrooxidans-carbón 
A nivel general, las interacciones entre A. ferrooxidans y el carbón 
tuvieron un efecto significativo sobre los valores de pH y Eh, 
ligado a la oxidación de iones Fe2+ y pirita. 
   
Con base en la biooxidación de iones Fe2+ (ver Ecuación (1.2)), A. 
ferrooxidans tuvo influencia sobre el consumo de iones H+ de la 
solución lixiviante en la fase lag (entre el los días 0 y 1). Sin 
embargo, a medida que transcurría el proceso, la hidrólisis de los 
iones Fe3+, producidos por la acción de la bacteria (ver Ecuaciones 
(1.3) a (1.5)) [33,36,82], más la oxidación del sulfuro (ver 
Ecuación (1.1)), incrementaron la concentración de iones H+, lo 
suficiente para solventar su consumo, que incluso, a nivel general, 
ocasionaron un posterior descenso en el valor.  
 
Es importante señalar que los contenidos importantes de caolinita 
presentes en el carbón (28.82% w) también pudieron influir sobre el 
aumento del valor de pH en el primer día de proceso. Aunque este es 
un mineral de baja reactividad en comparación con otro tipo de 
silicatos, se ha reportado que los grupos Al–OH superficiales y Al-
O-Si interlaminares pueden interactuar con los iones H+ en medio 
ácido [137], a partir de lo cual puede generarse una disolución 
química (ver Ecuación (3.4)) [70,123,142]. Por medio de los análisis 
de DRIFT de los carbones tratados (ver Figura 3-8) pudo observarse 
desaparición unas bandas específicas de grupos –OH en todos los 
ensayos, que corresponderían a los enlaces que se liberan durante 
la solubilización, lo que explicaría los aumentos iniciales en el 
pH que también sufrieron los controles abióticos, así como la 
reducción en la proporción de caolinita encontrada al final de cada 
ensayo (ver Figura 3-7). 
 
Al Si O (OH) + 6H
           
⎯⎯ 2Al + 2SiO + 5H O 
(3.4) 
 
Adicionalmente, los ensayos en ausencia de carbón (ver Figura 3-9) 
demostraron que el material no sólo tuvo efecto sobre el pH, sino 
que también afectó negativamente el Eh máximo que alcanzaron los 
ensayos (ver Figura 3-2). La oxidación de los iones Fe2+ en solución 
alcanza un máximo de 650 mV en ausencia de carbón, mientras que en 
presencia de carbón, el valor cae alrededor de 550 mV y no vuelve a 
subir. 
  
Con base en la Figura 3-3, el valor de Eh máximo se relacionó con 
la velocidad de iones Fe3+ producidos en la solución lixiviante, 
frente a los consumidos en la oxidación de pirita. Ya que la 
producción de iones Fe3+ está directamente ligada a A. ferrooxidans, 
probablemente algunos componentes del carbón redujeron la velocidad 
de biooxidación de iones Fe2+. Lo anterior coincide con otros 
reportes en la literatura, que atribuyen este fenómeno a algunos 
compuestos orgánicos e inorgánicos presentes en el material 
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(principalmente ácidos húmicos o algunos iones metálicos pesados), 
los cuales son naturalmente tóxicos para microorganismos acidófilos 
quimiolitotróficos como A. ferrooxidans [21,22,70,73]. 
  
Investigaciones previas con otro tipo de carbones colombianos 
[25,48], bajo condiciones similares a las utilizadas en los ensayos 
sin cisteína, no presentaron diferencias entre los valores máximos 
de Eh, en comparación con el máximo obtenido por los microorganismos 
en ausencia de carbón (ver Figura 3-9). Sin embargo el tipo de 
carbón reportado en esas investigaciones, difirió del utilizado en 
este trabajo, especialmente porque presentaba bajo contenido de 
cenizas (5.5%) y ausencia de caolinita [25]. 
 
Como se observa en la Ecuación (3.4), las interacciones de la 
caolinita con los iones H+, liberan iones Al3+, los cuales pueden 
ser disueltos en la solución lixiviante. Lo anterior también se ha 
reportado en procesos de biodesulfurización de carbones que 
contuvieron caolinita entre sus componentes [17,37,70]. Se ha 
encontrado que una concentración de 1200 mg Al/L puede reducir el 
Eh desde 622 mV hasta 544 mV, mientras que una concentración de 2500 
mg Al/L puede causar inhibición total en la oxidación de iones Fe2+ 
[70]. Se ha explicado que la toxicidad de los iones Al3+ se debe a 
su acumulación en el citoplasma y membrana celular de la bacteria, 
lo que en altas concentraciones genera reacciones indeseables que 
inhiben su crecimiento, reduciendo la concentración de biomasa 
[143]. 
 
Para todos los ensayos, se podría haber alcanzado un máximo de 1900 
mg Al3+/L, calculado a partir del porcentaje promedio de caolinita 
removida y considerando que luego de ataque ácido todo el aluminio 
se disolviese. Esto quiere decir, que la caolinita pudo jugar un 
papel importante sobre la acción de A. ferrooxidans frente a la 
velocidad de regeneración de iones Fe3+ en la solución lixiviante.  
 
Aunque los resultados obtenidos durante todo el proceso demuestran 
que los microorganismos obtuvieron una resistencia natural a los 
iones Al3+, seguramente gracias a las fases previas de adaptación, 
los menores valores de Eh obtenidos (ver Figura 3-2), comparados 
con el ensayo sin adición de carbón (ver Figura 3-9), indican que 
probablemente no pudieron contrarrestar todo el efecto inhibitorio, 
lo que redujo su actividad máxima sobre la regeneración de iones 
Fe3+ en solución. 
  
Es importante tener en cuenta que, A. ferrooxidans puede actuar por 
dos vías diferentes en la producción de iones férricos [33,83]: 
 
 Mecanismo indirecto de no contacto: donde la bacteria se 
encuentra suspendida en el medio de cultivo, tomando la fuente 




 Mecanismo indirecto de contacto: donde la bacteria forma una capa 
polimérica extracelular (EPS, por sus siglas en inglés) que le 
permite adherirse a la superficie de la pirita, para llevar todas 
las interacciones Fe3+/Fe2+ dentro de ella. 
 
Naturalmente, se plantea que dentro de los procesos de biooxidación 
de pirita, ocurren ambos mecanismos como un cooperativo [78,79]. 
 
Ante la evidencia de oxidación de pirita en los ensayos cuyo Eh 
máximo no superó los 560 mV, se puede pensar que posiblemente los 
iones Al3+ no afectaron drásticamente los procesos que ocurren en la 
EPS de las bacterias que pudieron adherirse al sulfuro, 
protegiéndose de la toxicidad. En cambio, las bacterias suspendidas 
en la solución lixiviante sí pudieron ser afectadas, ya que carecen 
de esta protección [101–103]. En estos casos, la oxidación pudo 
haber tenido una mayor influencia del mecanismo indirecto de 
contacto. 
 
Por otro lado, además de la oxidación de pirita y disolución de 
caolinita, se observó remoción importante de hierro no pirítico del 
carbón al primer día de proceso, alrededor de un 60% y 70% del total 
(calculado a partir de los controles abióticos, donde no se observó 
oxidación significativa de pirita al finalizar el proceso, pero si 
remoción de hierro) (ver Figura 3-5). Esto quiere decir que los 
compuestos de hierro no pirítico son de fácil disolución en medio 
ácido. A partir de los análisis químicos y mineralógicos (véase 
sección 2.3), se puede deducir que este elemento está ligado a los 
sulfatos del carbón, como especies de sulfatos ferrosos y jarosita 
[144]. Este hierro pudo contribuir al proceso como fuente de energía 
adicional para A. ferrooxidans [37]. 
 
Teniendo en cuenta las relaciones estequiométricas Fe-S en el 
sulfato ferroso y jarosita, para 0.65% w de hierro no pirítico 
corresponderían entre 0.13% w y 0.37% w de azufre en forma de 
sulfatos del carbón, lo cual equivaldría entre el 17% y el 47% del 
contenido total presente en la muestra de carbón original (ver Tabla 
2-1). Esto explicaría en parte por qué, a pesar de observar casi 
total lixiviación del hierro no pirítico al finalizar el proceso 
(deducida a partir de los porcentajes obtenidos de hierro removido 
de los controles abióticos), la remoción del sulfato del carbón no 
fue superior al 75% (ver Figura 3-6). Probablemente las demás 
especies de sulfatos que hacían parte del carbón, eran insolubles a 
las condiciones del proceso. Por otra parte, al no observar 
desaparición de bandas de sulfato de hierro y jarosita en los 
análisis de DRIFT (ver Figura 3-8), otra de las razones de no obtener 
total remoción de sulfatos pudo deberse a la precipitación de los 
productos de la oxidación de la pirita que permanecían en la 
interfase pirita-solución lixiviante durante el proceso. No 
obstante, esta posible precipitación no fue significativa respecto 
a la cantidad de sulfato que se removió del carbón durante el 
proceso.   
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3.4.2 Interacciones cisteína-carbón 
Como se explicó anteriormente, la alta composición de caolinita y 
la matriz orgánica en el carbón probablemente disminuyeron la 
probabilidad de interacción entre en aminoácido y los granos de 
pirita, debido a que estos compuestos tienen potencial adsorbente 
de cisteína [114,115,135–137,145]. Esta quizá, fue una de las 
posibles razones por las cuales no se observaron cambios 
significativos en los porcentajes de oxidación de pirita con adición 
del aminoácido en los ensayos donde se utilizó sólo A. ferrooxidans 
(ver Figura 3-4, literal a), contrastando con los resultados 
obtenidos para cultivos con pirita pura de otros autores [26]. 
 
Los resultados obtenidos para el ensayo con A. ferrooxidans y 600 
mg Cys/L, dan un indicio de la posible adsorción de cisteína en el 
carbón. En primer lugar, el análisis de DRIFT de la muestra tratada 
reveló incorporación de bandas correspondientes al aminoácido (ver 
Figura 3-8). Adicionalmente, si se compara el ensayo con el cultivo 
en medio T&K y 600 mg Cys/L respecto al comportamiento del Eh en el 
tiempo (ver Figura 3-9), también se puede demostrar adsorción, 
puesto que A. ferrooxidans tuvo total inhibición de su capacidad 
oxidativa de iones Fe2+ cuando se cultivó en ausencia de carbón, 
mientras que en presencia de con carbón si hubo actividad 
bacteriana, observado en el aumento del Eh y la oxidación de pirita 
(ver Figuras 3-2, literal a, y 3-4).  
 
Cabe señalar que los bajos valores obtenidos del ensayo con 600 mg 
Cys/L, respecto a los ensayos con menores concentraciones de 
cisteína, indican la probabilidad de una interacción inicial entre 
los microorganismos y la cisteína en la fase líquida, similar a la 
ocurrida al cultivo en medio T&K y 600 mg Cys/L (ver Figura 3-9), 
lo cual pudo haber inhibido la población bacteriana antes de que se 
adicionara el carbón. Una vez el carbón interactuó con la solución 
lixiviante, la posible adsorción de la cisteína mitigaría parte de 
la toxicidad del aminoácido, permitiendo que los microorganismos 
sobrevivientes iniciasen su metabolismo. 
 
Aunque en los ensayos con A. ferrooxidans no se observaron 
variaciones significativas en el porcentaje de oxidación de pirita 
al adicionar cisteína (ver Figura 3-4), se pudo observar que la 
adición de aminoácido tuvo una relación directa con la disminución 
del pH al finalizar los procesos (ver Figura 3-1). Esto 
probablemente se debió a las propiedades corrosivas químicas del 
grupo -SH del aminoácido, que pudieron contribuir a una liberación 
del hierro de la superficie de algunos granos de pirita, la cual 
liberaría iones H+ al medio [26]. Teniendo en cuenta que A. 
ferrooxidans mantiene una mayor proporción de iones Fe3+ en solución 
(ver Figura 3-3), la hidrólisis de ese hierro adicional pudo incidir 
sobre la acidez en la solución lixiviante (ver Ecuaciones (1.3) a 
(1.5)). Sin embargo, debido a que gran parte del aminoácido 
probablemente se adsorbió en la caolinita o la matriz orgánica, el 
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efecto no fue muy significativo, por eso el pH no disminuyó por 
debajo de 0.1 unidades respecto al valor inicial. 
 
La acidificación adicional pudo además ligarse directamente con el 
grado de remoción de sulfatos del carbón (ver Figura 3-6). Esta 
relación también se ha reportado en otras investigaciones 
[12,25,37], donde se explica que al aumentar la solubilidad de sales 
sulfatos, se evita la reprecipitación de los subproductos de la 
oxidación de pirita, en la interfase con la solución lixiviante, 
disminuyendo la probabilidad de que los granos de sulfuro pierdan 
área superficial, por sulfatos (o hidroxisulfatos) insolubles que 
se depositan sobre ellas. Esto explicaría por qué los ensayos con 
el aminoácido mantuvieron una velocidad de remoción de hierro cuasi-
lineal hasta el día 12 (ver Figura 3-5), mientras que los ensayos 
sin adición de aminoácido, cuyo pH se mantuvo por encima del valor 
inicial, redujeron notablemente la remoción de hierro al día 9. 
  
Es importante observar que aunque los ensayos que utilizaron 600 mg 
Cys/L alcanzaron el pH más bajo (ver Figura 3.1), no obtuvieron el 
porcentaje más bajo de remoción. De acuerdo con los resultados de 
la Tabla 2-1, donde se midió la concentración de sulfatos para el 
medio T&K, sin y con presencia de cisteína a la más alta 
concentración usada, se reveló que la adición de este compuesto 
redujo la saturación de iones SO42- en solución. Esto puede explicar 
por qué altas concentraciones de aminoácido pueden inducir a la 
reprecipitación de sulfatos e hidroxisulfatos, paralelo a su 
adsorción en el carbón, lo que explicaría el aumento notable de las 
bandas de sulfato y jarosita visto en el análisis de DRIFT para 
estos casos (ver Figura 3-8). 
3.4.3 Interacciones consorcio-cisteína 
Los ensayos con el consorcio, sin adición de cisteína, mostraron 
que A. thiooxidans pareció no tener influencia sobre el valor de pH 
(ver Figura 3-1), contrario a lo reportado en otros trabajos 
[16,17,146], donde su papel principal se describe como productor de 
ácido sulfúrico a partir de la adición de algunos compuestos 
reducidos de azufre (ej.: tiosulfato, tetrationato, monusulfuros, 
azufre elemental), lo que además reduce la formación de precipitados 
sulfatados sobre la superficie de los compuestos del carbón, lo que 
hace más eficiente el proceso. Sin embargo, los ensayos de este 
trabajo, no tuvieron este tipo de compuestos, pues el carbón, a 
partir de sus análisis químicos y mineralógicos, no evidenció su 
presencia y tampoco fueron agregados a la solución lixiviante. 
  
Frente a la ausencia de fuentes de energía adicionales, A. 
thiooxidans quizá pudo subsistir gracias a la producción de 
compuestos intermedios de la oxidación de pirita, tales como 
tiosulfato, tetrationato, azufre elemental y otros compuestos 
reducidos de azufre, tal como describe la ruta metabólica vía 
tiosulfato, propuesta para la biooxidación de este sulfuro (ver 
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Ecuación (1.9)) [33]. Sin embargo, la oxidación química de estos 
compuestos en medio ácido, limita su disponibilidad para el 
microorganismo, lo cual impide una contribución significativa a 
partir de la oxidación biológica [84]. Esta pudo ser la razón de 
porqué los ensayos con el consorcio no tuvieron variaciones 
significativas en el pH, respecto a sus contrapartes que usaron la 
cepa pura de A. ferrooxidans (ver Figura 3.1).  
 
En los ensayos con el consorcio, la inclusión de A. thiooxidans 
reveló un importante cambio en los comportamientos del Eh bajo 
adición de cisteína (ver Figura 3-2), que influyó positivamente 
sobre la oxidación de pirita, lo cual no se observó en los ensayos 
con A. Ferrooxidans pura (ver Figura 3-4). 
  
Teniendo en cuenta varios estudios de adaptación de microorganismos 
acidófilos, se sabe que cuando los microorganismos se adaptan a un 
ambiente específico, tienen la capacidad de activar ciertas rutas 
enzimáticas específicas, frente a la presencia de nuevas fuentes de 
energía o elementos tóxicos, lo cual les permite sobrevivir en un 
ambiente distinto al inicial [101–103]. 
 
Aunque se ha reportado que A. thiooxidans no utiliza el aminoácido 
como fuente de energía, si lo puede degradar, produciendo cistina 
(ver Ecuación (3.5)) o persulfuro, cuando la cisteína interacciona 
con el azufre coloidal contenido en la EPS de la bacteria (ver 
Ecuación (3.6)) [34,147–149]. La cistina no tiene efecto positivo 
sobre la oxidación de pirita, de hecho, se considera como la causante 
de inhibición cuando utilizan concentraciones de cisteína por encima 
de 120 mg/L [26]. En cambio los persulfuros, compuestos reactivos e 
inestables intermediarios en las transformaciones de compuestos de 
azufre, pueden jugar un papel importante en la asimilación de 








Las especies R-SS- podrían tener efecto sobre las interacciones A. 
ferrooxidans–pirita como transportadores químicos, permitiendo que 
el sulfuro sea más asequible para absorber el radical liberado, 
luego de que A. thiooxidans rompiese las moléculas de cisteína 
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adsorbidas en el carbón (ver Figura 3-11). No obstante, si se 
considera el sistema A. ferrooxidans–cisteína–pirita propuesto por 
Rojas-Chapana y Tributsch (2001) (ver Figura 1-4), sólo estimularía 
la adhesión de la bacteria a los granos de sulfuro, lo cual influiría 
sobre la acción de la bacteria adsorbida en el carbón o adherida a 
los granos de sulfuro, permitiendo mejorar la oxidación vía 
mecanismo de contacto indirecto [27]. 
 
Figura 3-11: Esquema hipotético de acción de la adición de cisteína 
en un proceso de biodesulfurización de carbones, teniendo en cuenta 
la formación de persulfuros por A. thiooxidans [27,147–149]. 
 
 
a) A. thiooxidans ataca a la cisteína adherida a la caolinita y/o 
matriz orgánica del carbón, liberando persulfuro, b) El persulfuro 
interacciona con el hierro en solución formando complejos los cuales 
a su vez son atraídos por A. ferrooxidans, incitándolas a 
interactuar directamente con los granos de pirita y c) A. 
ferrooxidans adherida presenta una EPS rica en persulfuro, donde se 
llevan a cabo las interacciones con pirita de forma similar al 
mecanismo pirita – cisteína - A. ferrooxidans propuesto por Rojas-
Chapana y Tributsch (2001) (ver Sección 1.4). M.O.: Matriz orgánica, 
Ka: caolinita, Py: pirita, Cys: cisteína, EPS: capa exopolimérica. 
 
Ya que la acción de los persulfuros se llevaría dentro de la EPS de 
las bacterias adheridas, esto no explicaría los incrementos 
observados en los valores de Eh cuando se adicionó cisteína por 
encima de 6 mg/L (ver Figura 3-2). Puesto que el Eh principalmente 
evidencia las variaciones ocurridas en la solución lixiviante, lleva 
a pensar un diferente escenario sinérgico para las interacciones A. 
thiooxidans-cisteína diferente al propuesto en la Figura 3-11. 
 
Teniendo en cuenta las interacciones A. ferrooxidans-carbón, 
anteriormente explicadas (ver Sección 3.4.1), podría pensarse que 
los compuestos producidos a partir de la degradación de cisteína, 
por A. thiooxidans, podrían haber ayudado a fortalecer la 
resistencia de A. ferrooxidans frente a la toxicidad generada por 
los iones Al3+ solubilizados de la caolinita, permitiendo así 
incrementar la velocidad de regeneración de iones Fe3+ en solución 




Trabajos sobre el genoma de A. thiooxidans revelaron que la bacteria 
naturalmente biosintetiza cisteína y entre sus aplicaciones se 
encuentra la formación de proteínas involucradas en resistencia al 
cobre [100].  No obstante, a la fecha de este trabajo, no existen 
reportes que demuestren que el uso del aminoácido por parte de A. 
thiooxidans pueda mejorar las defensas de los microorganismos 
acidófilos frente a la toxicidad del aluminio, ni muchos menos que 
la degradación de fuentes de cisteína extracelulares tengan un 
efecto que pueda ser traspasado a bacterias en consorcio como A. 
ferrooxidans.  
 
Estudios recientes en botánica, han observado que altas 
concentraciones de aluminio en suelos ácidos también generan un 
déficit en la duplicación en las células de las semillas de algunas 
plantas, por razones similares a las explicadas anteriormente para 
los microorganismos (véase Sección 3.4.1) [143]. Se encontró que 
estas plantas combaten de forma natural la toxicidad del metal, 
mediante la activación de enzimas catalizan la generación de 
moléculas tipo R-SH (glutatión principalmente), puesto que los 
grupos –SH tienen una alta capacidad de donar electrones capaces de 
neutralizar compuestos tóxicos como los iones Al3+ [150].  
 
Recientes investigaciones observaron que luego de la biosíntesis de 
cisteína por las células vegetales, estas activan L-cisteína 
desulfhidrasas, localizadas en diferentes compartimentos celulares 
tales como el citosol, mitocondria y plástidos, las cuales producen 
sulfuro de hidrógeno (H2S), a partir de reservas de cisteína de las 
mismas células, el cual bloquea las interacciones negativas entre 
las células vegetales y los iones Al3+ [151,152]. Partiendo de la 
base anterior, algunos investigadores experimentaron con adiciones 
de fuentes exógenas de H2S sobre las semillas de plantas aluminio-
resistentes. Se descubrió un efecto positivo en el experimento, ya 
que esto mitigó significativamente el estrés oxidativo causado por 
el aluminio del suelo [151,153]. 
  
Teniendo en cuenta lo anterior, puede pensarse en un escenario 
similar para A. thiooxidans. El microorganismo podría haber llevado 
a cabo esta ruta metabólica, a partir de la cisteína añadida, para 
beneficio de A. ferrooxidans. 
 
La base de datos MetaCyc muestra diferentes rutas metabólicas y 
enzimáticas posibles para diferentes tipos de seres vivos, tanto 
unicelulares y multicelulares [154]. En ella se describe que A. 
thiooxidans si podría llevar a cabo el mecanismo de reacción de la 
ruta L-cisteína desulfhidrasa en presencia de cisteína, de acuerdo 
con su rango taxonómico esperado (ver Ecuación (3.7)).  
 
HS− CH − CHNH − COOH + H O
          





Las interacciones explicadas para los experimentos de este trabajo, 
más los mecanismos de reacción propuestos para la biooxidación de 
pirita (mecanismos indirectos de contacto, no contacto y cooperativo 
[33,79,83]), permiten plantear un escenario hipotético de cómo pudo 
ocurrir la ruta metabólica de la Ecuación (3.7), mediada por A. 
thiooxidans, en un proceso de biodesulfurización del carbón objeto 
de estudio, llevado a cabo por A. ferrooxidans, con y sin adición 
de cisteína: 
 
 En ausencia de cisteína, el medio de cultivo, inoculado con los 
microorganismos, entraría en contacto con el carbón al inicio del 
proceso. Los iones H+ de la solución lixiviante iniciarían la 
solubilización el hierro no pirítico y la caolinita. Una fracción 
de A. ferrooxidans empezaría a oxidar los iones Fe2+ en solución, 
generando iones Fe3+, los cuales dan inicio a la oxidación de 
pirita. La otra fracción interactuaría con la superficie de los 
granos de sulfuro, adhiriéndose, gracias a la formación de EPS, 
donde llevarían indirectamente la oxidación de iones Fe2+, 
producto de la oxidación de pirita (ver Ecuación (1.1)). 
 
 En la medida que transcurre el proceso, gran parte del hierro y 
los subproductos de azufre de la oxidación de pirita, se 
liberarían a la solución lixiviante. A. ferrooxidans oxidaría 
ambos, mientras que A. thiooxidans obtendría su fuente de energía 
sólo de los subproductos de azufre [33]. 
 
 La solubilización de caolinita, paralela a la oxidación de 
pirita, haría que ambas bacterias activen su defensa natural 
contra la toxicidad de los iones Al3+, obtenida en las etapas 
previas de adaptación. Para ello, a partir de su información 
genética, codificarían la producción de L-cisteína 
desulfhidrasas, generando H2S (ver Ecuación (3.7)) de cisteína 
que biosintetizaron previamente para sus procesos internos de 
producción de proteínas [26,100]. No obstante, cuando la 
concentración de iones Al3+ llegase alrededor de 1200 mg/L se 
limitaría la actividad bacteriana, y por ende la razón 
consumo/oxidación de Fe3+/Fe2+ en solución (valor máximo de Eh 
alrededor de 550 mV en presencia de carbón, versus los 650 mV 
obtenidos para el microorganismo cultivado en medio T&K original, 
ver Figuras 3-2 y 3-9). Esto reduciría la participación de la 
oxidación de pirita por los iones Fe3+ presentes en la solución 
lixiviante, predominando la llevada indirectamente por las 
bacterias adheridas a los granos de sulfuro. 
 
 Por otra parte, al adicionar cisteína, la caolinita y la matriz 
orgánica del carbón adsorberían el aminoácido al entrar en 
contacto con el medio de cultivo. Sin embargo, A. thiooxidans 
liberaría los enlaces –SH, gracias a la previa activación de L-
cisteína desulfhidrasa, en respuesta a la toxicidad del aluminio, 




 El H2S formado a partir de la cisteína interactuaría con la 
membrana celular de A. ferrooxidans en solución. Una vez 
asimilado por el microorganismo, fortalecería las defensas 
preliminares de la bacteria, al tener una mayor capacidad de 
bloqueo de la membrana celular a los Al3+, adicional al obtenido 
de la adaptación, donde los microorganismos se comportarían igual 
que si se hubiesen cultivado en un medio libre de carbón rico en 
caolinita (ver Figura 3-9), incrementando así la relación Fe3+ 
producidos/ Fe3+ consumidos (ver Figura 3-2). 
 
La Figura 3-12 muestra de forma esquemática lo anteriormente 
explicado.  
 
Figura 3-12: Esquema hipotético de acción de la adición de cisteína 
en un proceso de biodesulfurización de carbones, teniendo en cuenta 




a) Los iones H+ de la solución lixiviante interactúan con la 
caolinita del carbón liberando iones Al3+ al medio (ver Ecuación 
(3.4)), b) La cisteína adsorbida en la caolinita y la matriz orgánica 
del carbón es degradada por A. thiooxidans, de donde se forma H2S 
(ver Ecuación 3.7), c) El H2S interactúa con la membrana celular de 
A. ferrooxidans y evita que los iones Al3+ hagan contacto con ella 
y d) La mitigación de la toxicidad de Al3+ incrementa la 
biorregeneración de iones Fe3+ en la solución lixiviante, induciendo 
a una mayor oxidación de pirita (véase Sección 1.3.3). 
 
Aunque la base de datos MetaCyc señala que A. ferrooxidans también 
puede degradar cisteína vía L-cisteína desulfhidrasas, estos 
microorganismos probablemente no desarrollaron un ataque intensivo 
hacia el aminoácido, debido a que tuvieron mayor asequibilidad a su 
fuente de energía basal. Ante una tolerancia natural a los iones 
Al3+, luego de la adaptación, más la adsorción de cisteína en el 
carbón, A. ferrooxidans tal vez no necesitó aprovecharse de la 
cisteína en solución, centrándose en su ruta metabólica principal 
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predominante, la oxidación de iones Fe2+. Por otro lado, la 
degradación de cisteína pudo ser más significativa para A. 
thiooxidans, ya que al tener limitantes en metabolismo primario, 
gracias a la escasa disponibilidad de sus fuentes de energía 
basales, alternativamente se pudo haber centrado el aminoácido, 
permitiendo una mejor interacción. 
 
Finalmente, a partir de todos los ensayos con el consorcio, se puede 
decir que la adición de 60 mg Cys/L señaló que si se evita la 
reducción del Eh máximo, ocasionada por acción de agentes externos 
diferentes a la oxidación de hierro y pirita (compuestos del 
carbón), se podría garantizar una mayor velocidad de oxidación de 
pirita. Cuando se potencia la tasa de regeneración de iones Fe3+ en 
solución, se incrementa su concentración, aumentando su potencial 
de ataque al sulfuro. Es decir, valores altos en la razón Fe3+/Fe2+ 
fortalecen la oxidación química de pirita (ver Ecuación (1.1)), la 
cual tiene mayor peso que la llevada a cabo en la EPS de los 
microorganismos adheridos al sulfuro. 
  
Cabe señalar que el ensayo con el consorcio y 600 mg Cys/L también 
alcanzó los mayores valores de Eh; sin embargo no tuvo cambios 
significativos en la oxidación de pirita al finalizar el proceso, 
respecto al ensayo donde no se adicionó aminoácido.  
 
La Figura 3-2 muestra que el ensayo tuvo un retardo de la fase lag 
en los primeros 6 días de proceso, en comparación con los demás 
ensayos. Lo anterior pudo ser debido a la inhibición de A. 
ferrooxidans por la alta concentración de cisteína al inicio del 
proceso, similar a la observada en el ensayo con la cepa pura, 
puesto que en ese periodo de tiempo ambos ensayos tuvieron un 
comportamiento similar con valores que no superaron los 500 mV, lo 
cual pudo generar una velocidad de oxidación de pirita baja (en 
términos de hierro removido) en ese periodo de tiempo (ver Figura 
3-4).  
 
Sin embargo, la degradación de cisteína por A. thiooxidans quizá 
creó un ambiente más favorable para las bacterias A. ferrooxidans, 
que resistieron la inhibición por altas concentraciones de 
aminoácido en los primeros días de proceso, las cuales 
adicionalmente se pudieron haber beneficiado de la defensa extra de 
los productos de degradación de cisteína frente a la toxicidad del 
aluminio, permitiendo un mejorado crecimiento y regeneración de 
iones Fe3+, revelado en el aumento del Eh alrededor de 650 mV luego 
del sexto día.  
 
Teniendo en cuenta los datos de la Figura 3-5, la velocidad media 
de remoción de hierro en los últimos 3 días de proceso para el 
ensayo con el consorcio y 600 mg Cys/L fue de 130.00 mg Fe/L-día, 
la cual tuvo un incremento respecto a las de los días anteriores 
(101.67 mg Fe/L-día entre los días 6 y 9). Esta velocidad fue mayor 
la del ensayo con 60 mg Cys/L (110.00 mg Fe/L-día), la del ensayo 
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sin adición de aminoácido (38.33 Fe/L-día) y la de su contraparte 
con la cepa pura (61.67 Fe/L-día). Al observarse un continuo aumento 
de tendencia en la razón de hierro removido luego del doceavo día, 
se podría deducir que este ensayo podría haber alcanzado mayores 
índices de oxidación de pirita en un tiempo mayor al de los 
experimentos de este trabajo, en comparación con los ensayos con 




4. Diferencias entre el uso de sulfato ferroso, sulfato 
férrico y cloruro férrico en un proceso de 
biodepiritización de carbón 
4.1 Introducción 
Generalmente en los carbones ricos en azufre (%S > 3%), la pirita 
aporta entre el 50% y 80% del valor total [4,12,16,17]. Es por eso 
que muchas investigaciones se han centrado en los sistemas de 
depiritización, donde los procesos biológicos tienen como objetivo 
encontrar las mejores configuraciones de variables físicas, químicas 
y biológicas, que permitan diseñar alternativas con potencial de 
aplicarse comercialmente [12,21,156]. 
 
En el Capítulo 3 se pudo observar cómo el proceso de 
biodepiritización, mediado por A. ferrooxidans, incrementó el 
porcentaje de oxidación de pirita en un 28.44% al adicionar cisteína 
en presencia de A. thiooxidans, deduciendo que los productos de 
degradación del aminoácido (mediada por A. thiooxidans) actuaron 
como protección frente a compuestos presentes en el carbón que 
pueden inhibir la actividad bacteriana (ej.: caolinita). 
 
No obstante, como se explicó en la Sección 1.3.3, La 
biodepiritización básicamente consiste en la oxidación de pirita 
mediada por acción de iones Fe3+ (ver Ecuación (1.1)), donde el papel 
de los microorganismos como A. ferrooxidans es regenerarlos una vez 
consumidos (ver Ecuación (1.2)), creando un ciclo continuo del 
agente oxidante [33,36,83,157]. Con base en lo anterior, se ha 
demostrado que reemplazar sulfato ferroso por sales férricas, al 
inicio del proceso, puede ayudar a acelerar la oxidación de pirita, 
ya que la adición de iones Fe3+ minimizaría la fase lag de la 
oxidación [33,36,37]. Por lo tanto, esta sería otra posible 
alternativa para obtener buenos índices de biodepiritización en 
procesos con carbón en suspensión. 
 
Con base en lo anterior, este capítulo muestra el efecto de 
reemplazar sulfato ferroso por dos sales férricas de uso comercial 
(sulfato férrico y cloruro férrico), explicando cómo interactúan en 
un proceso de biodesulfurización de un carbón rico en pirita, 
mediado por un consorcio de cepas acidófilas. Con el fin de analizar 
los fenómenos encontrados en todos los procesos, se utilizaron 
análisis químicos y mineralógicos. 
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4.2 Materiales y métodos 
4.2.1 Carbón 
El carbón utilizado se extrajo del manto “Mina Vieja” de la Mina 
“La Angostura” (Municipio de Morales, Cauca, Colombia). Luego de 
varios cuarteos sucesivos, la muestra se molió y a un tamaño de 
partícula entre pasante malla 8 (2.38 mm) y retenido malla 30 (0.50 
mm), de acuerdo a la serie Tyler de tamices (-8 +30 #Ty). El Capítulo 
2 muestra toda la información química (análisis próximos, formas de 
azufre, composición de hierro) y mineralógica (análisis cualitativo 
y cuantitativo de las especies minerales y orgánicas) del material 
a tratar (véase Sección 2.3). 
4.2.2 Microorganismos 
Con base en los resultados obtenidos en el Capítulo 3, para la 
experimentación reportada en el presente Capítulo se seleccionó el 
consorcio conformado por cepas de Acidithiobacillus thiooxidans 
(ATCC 15494) y Acidithiobacillus ferrooxidans (ATCC 23270), 
previamente adaptado al proceso de biodesulfurización del carbón de 
interés.  
 
El inóculo se preparó en erlenmeyer de 350 mL, con un volumen de 
trabajo de 150 mL y una relación de 1 g de carbón por cada 10 mL de 
solución lixiviante, compuesta por 10% v de inóculo bacteriano 
(5x108 células/mL), 150 mg Fe2+/L (a partir de FeSO4.7H2O), 1.5 mL 
H2SO4 (98% v)/L, y solución base el medio T&K (500 mg (NH4)2SO4/L, 
500 mg MgSO4.7H2O/L y 500 mg KH2PO4/L) [116]. 
  
Posteriormente, los microorganismos fueron adaptados a sulfato 
férrico y cloruro férrico, reemplazando el sulfato ferroso de la 
solución lixiviante a la misma concentración de hierro. La última 
etapa fue repetida para cada fuente hasta no observar variaciones 
entre réplicas, respecto a los valores de potencial de óxido-
reducción y porcentajes de oxidación de pirita. Los inóculos se 
incubaron en un agitador orbital por 12 días a una temperatura de 




4.2.3 Ensayos de biodesulfurización 
Cada ensayo fue preparado en erlenmeyer de 350 mL con un volumen de 
trabajo de 150 mL y una relación de 1 g de carbón por cada 10 mL de 
solución lixiviante, de igual composición que la empleada en la 
preparación de cultivos, más 10% v de inóculo de la etapa final de 
adaptación. Las variables evaluadas fueron: 
 
 Concentración de hierro adicionado (mg/L): 150, 700 y 1250. 
Además de las fuentes de hierro, los inóculos aportaron hierro 
(iones Fe3+ al 99%) a una concentración entre 160 mg/L y 170 mg/L. 
 
 Fuente de hierro: sulfato ferroso (a partir de una solución de 
FeSO4.7H2O a 33.33% w), sulfato férrico (a partir de una solución 
de Fe2(SO4)3 al 40% w, la cual contuvo 8% w de iones Fe2+ en 
equilibrio) y cloruro férrico (a partir de una solución de 
FeCl3.6H20 al 40% w). 
 
Todos los procesos fueron incubados por 12 días a las mismas 
condiciones de temperatura y agitación utilizadas en la preparación 
de los inóculos y tuvieron su respectiva réplica y control abiótico 
(sin presencia de microorganismos). 
4.2.4 Análisis Químicos 
Los ensayos fueron monitoreados con mediciones periódicas de pH y 
potencial redox (Eh) mediante el uso de un equipo SCHOTT Handylab, 
con un electrodo de Eh de Ag/AgCl y un electrodo de pH con 
electrolito de KCl.  
 
El hierro total y hierro ferroso en solución fueron determinados en 
un espectrofotómetro Thermo GENESYS UV 10, utilizando el método de 
la o-fenantrolina ASTM E 394-09. A partir de las concentraciones de 
hierro, y la Ecuación (3.1) se calculó el hierro removido del carbón, 
teniendo en cuenta los parámetros hierro en solución al día 0, 
hierro en solución al día t, volumen de solución, masa de carbón y 
su contenido total de hierro. 
 
Al final de cada ensayo, se midieron las formas de azufre del carbón 
tratado con base en el método ASTM D 2492-02. La pirita oxidada y 
el sulfato removido fueron calculados respectivamente mediante las 
Ecuaciones (3.2) y (3.3), teniendo en cuenta el contenido de azufre 
pirítico y de azufre en forma de sulfatos tanto de la muestra 




4.2.5 Análisis Mineralógicos 
Se estableció la composición mineralógica de las muestras tratadas 
mediante difracción de rayos X (DRX) y análisis de infrarrojo por 
reflectancia difusa con transformada de Fourier (DRIFT, por sus 
siglas en inglés).  
 
Para DRX, el carbón se molió en mortero de ágata hasta -200 #Ty y 
se analizó en un difractómetro marca Rigaku Miniflex II, mediante 
el método paso a paso, en el intervalo 2θ entre 5° y 70°, tamaño 
del paso de 0.01°, con un tiempo de conteo de 1 segundo. Los 
minerales presentes en el carbón fueron cuantificados mediante 
refinamiento de Rietveld, cuyas simulaciones y cálculos se llevaron 
a cabo en el programa X’Pert HighScore Plus© y la base de datos 
PDF2.  
 
Para DRIFT se utilizó la muestra a tamaño inicial (-8 +30 #Ty) y se 
analizó en un espectrómetro marca Shimadzu FTIR-8400 S, empleando 
un intervalo de número de onda entre 400 cm-1 y 4000 cm-1 y 60 
barridos, a una resolución espectral de 4 cm-1. Cada espectro se 
trató utilizando la corrección de Kubelka-Munk, usando el programa 
IRsolution©. 
4.3 Resultados 
4.3.1 Ensayos de biodesulfurización 
La Figura 4-1 muestra el comportamiento del pH a lo largo del 
proceso. El pH inicial fue más alto (1.60) en todos los ensayos y 
controles abióticos con sulfato ferroso, mientras que este valor 
fue considerablemente menor (entre 1.41 y 1.45) para aquellos que 
utilizaron las mayores concentraciones de cloruro férrico. 
 
Respecto a los ensayos con sulfato ferroso, se observó un aumento 
en el valor de 0.3 unidades al primer día para el ensayo con la 
menor concentración y de ahí no se presentaron cambios 
significativos a lo largo del proceso, manteniendo un pH por encima 
del inicial. En cambio, los ensayos con las dos mayores 
concentraciones, aunque sufrieron un mayor incremento al tercer día 
(1.71), tuvieron una disminución continua del valor, por debajo del 
inicial, hasta el día 12, en especial cuando se utilizó la mayor 
concentración (1.51). 
 
Por otra parte, en los ensayos con sales férricas (cloruro y 
sulfato), el pH también aumentó al primer día de proceso, aunque no 
fue tan pronunciado como lo observado en los ensayos con sulfato 
ferroso. Posteriormente, los valores descendieron en todos los 
ensayos, con una tendencia directamente proporcional a la 
concentración y fuente de hierro, con dependencia del pH inicial, 
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obteniéndose el valor más bajo al utilizar la mayor concentración 
de cloruro férrico (1.37). 
  
Los controles abióticos, al igual que sus respectivos bioensayos, 
también evidenciaron un incremento en el pH al primer día (ver 
Figura 4-1, literal b), aunque no fue tan marcado. Posteriormente, 
no se observaron cambios significativos a lo largo del proceso, con 
excepción de los controles que utilizaron la mayor concentración de 
las sales férricas (cloruro y sulfato), cuyos valores descendieron 
luego del primer día, aunque no alcanzaron el mismo pH final que 
sus correspondientes bioensayos (ver Figura 4-1, literal a). 
 
Figura 4-1: Comportamiento del pH vs. tiempo de los ensayos de 




a) Ensayos de biodesulfurización y b) Controles abióticos. SF(II): 
sulfato ferroso, SF(III): sulfato férrico y CF(III): cloruro 
férrico. 
 
La Figura 4-2 presenta el comportamiento del Eh. Al igual que el 
pH, el valor inicial dependió de la fuente y concentración inicial 
de hierro. No obstante, los ensayos con sulfato ferroso tuvieron 
los menores valores iniciales (por debajo de 450 mV), mientras que 
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los ensayos con sales férricas sobrepasaron los 530 mV, siendo 
mayores los valores de los ensayos con cloruro férrico. 
Adicionalmente, se observó que los ensayos con sulfato ferroso 
tuvieron valores mayores que sus controles abióticos. 
 
Figura 4-2: Comportamiento del Eh vs. tiempo de los ensayos de 




a) Ensayos de biodesulfurización y b) Controles abióticos. SF(II): 
sulfato ferroso, SF(III): sulfato férrico y CF(III): cloruro 
férrico. 
 
A pesar de las diferencias en el Eh inicial, todos los ensayos 
tuvieron un comportamiento similar después del primer día. 
Inicialmente, se observó un descenso significativo en el valor en 
los ensayos con sales férricas y un leve aumento en los ensayos con 
sulfato ferroso. Luego, el Eh tendió a estabilizarse entre 550 mV y 
560 mV después del sexto día, en todos los ensayos con fuente sulfato 
sin importar la valencia del hierro (noveno día al utilizar la menor 
concentración de cloruro férrico), mientras no sobrepasó los 500 mV 
en los ensayos con las dos mayores concentraciones de cloruro 
férrico. Por otro lado, todos los controles abióticos tuvieron 
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tendencia a estabilizar alrededor de 413 mV después del tercer día, 
independiente de la fuente de hierro empleada. 
 
La Figura 4-3 muestra el porcentaje de hierro removido del carbón 
para cada proceso. Todos los ensayos y controles abióticos 
evidenciaron aumento en el valor al primer día, el cual fue más alto 
cuando se utilizó la mayor concentración de ambas sales férricas.  
 
Figura 4-3: Comportamiento del Hierro removido vs. tiempo de los 
ensayos de biodesulfurización de carbón con diferentes fuentes 
iniciales de hierro.  
 
 
a) Ensayos de biodesulfurización y b) Controles abióticos. SF(II): 
sulfato ferroso, SF(III): sulfato férrico y CF(III): cloruro 
férrico. 
 
Después del día 1, los controles abióticos no tuvieron un incremento 
significativo en la remoción de hierro, a excepción de aquellos con 
la mayor concentración de sales férricas (remoción máxima de 19%). 
En cuanto a la mayoría de ensayos, se apreció una reducción en la 
velocidad de remoción entre los días 1 y 3 (1 y 6 para los ensayos 
con las dos mayores concentraciones de cloruro férrico) y 
posteriormente tuvieron un incremento significativo, obteniéndose 
los mejores resultados cuando se utilizaron las mayores 
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concentraciones de sulfato férrico (40%), lo cual contrastó con lo 
alcanzado en los ensayos con cloruro férrico a las mismas 
concentraciones (remociones por debajo de 25%). 
 
Como complemento a la Figura 4-3, la Figura 4-4 muestra el 
comportamiento de los iones Fe2+ y Fe3+ durante cada bioensayo. De 
forma general puede observarse que todos los ensayos, con excepción 
del que utilizó la mayor concentración de sulfato ferroso, tuvieron 
aumento en la concentración de iones Fe2+ al primer día de proceso, 
siendo mayor en los ensayos con las dos mayores concentraciones de 
sales férricas. Posteriormente, todos los ensayos tuvieron una caída 
abrupta en el valor al tercer día, por debajo de 60 mg/L, con 
excepción de los ensayos con las dos mayores concentraciones de 
cloruro férrico, los cuales tuvieron una disminución no tan marcada, 
respecto a sus contrapartes que utilizaron sulfato férrico. 
 
Figura 4-4: Comportamiento de los iones Fe2+ y Fe3+ vs. tiempo de los 
ensayos de biodesulfurización de carbón con diferentes fuentes 
iniciales de hierro. 
 
 
a) Iones Fe2+ y b) Iones Fe3+. SF(II): sulfato ferroso, SF(III): 




Los iones Fe3+ tuvieron un aumento continuo en los ensayos con 
sulfato ferroso y los ensayos con las menores concentraciones de 
sales férricas (ver Figura 4-4, literal b). En contraste, los 
ensayos con las dos mayores concentraciones de sales férricas, 
presentaron disminución en el valor en el primer día. Después del 
primer día, los ensayos con sulfato férrico tuvieron una tendencia 
similar a la de sus contrapartes con sulfato ferroso, aunque con 
valores de concentración mayores. La concentración final de iones 
Fe3+ fue proporcional a la cantidad de hierro inicial, con excepción 
de los ensayos con cloruro férrico, los cuales, aunque presentaron 
un leve incremento después del tercer día, mantuvieron 
concentraciones incluso por debajo de las de los ensayos con la 
menor concentración de sales sulfatos. 
 
La Figura 4-5 muestra los porcentajes de pirita oxidada al final de 
los procesos, donde los ensayos con sulfato ferroso, a las dos 
mayores concentraciones, y sulfato férrico, a cualquier 
concentración, obtuvieron el máximo de oxidación (37.80%). En 
contraste, los ensayos con las mayores concentraciones de cloruro 
férrico presentaron los más bajos porcentajes. Cabe señalar que los 
controles abióticos no obtuvieron porcentajes de oxidación 
significativos (menores a 3.00%) a excepción de un 9.00% alcanzado 
al utilizar las dos mayores concentraciones de sales férricas (datos 
no mostrados). 
 
Figura 4-5: Porcentaje de pirita oxidada después de los ensayos de 




SF(II): sulfato ferroso, SF(III): sulfato férrico y CF(III): cloruro 
férrico. 
 
La Figura 4-6 muestra el cambio en la concentración de sulfatos del 
carbón al final del proceso, en términos de sulfato removido. Se 
pudo observar que los ensayos con sulfato férrico presentaron la 
mayor remoción de sulfatos del carbón (70%), en comparación con 
aquellos que utilizaron sulfato ferroso. Por otra parte, al utilizar 
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las mayores concentraciones de cloruro férrico se obtuvieron los 
valores más bajos (menores a 45%). 
 
Figura 4-6: Porcentaje de sulfato removido después de los ensayos 




SF(II): sulfato ferroso, SF(III): sulfato férrico y CF(III): cloruro 
férrico. 
4.3.2 Análisis mineralógicos 
La Figura 4-7 indica los porcentajes de caolinita y cuarzo en las 
muestras de carbón, luego de los procesos de biodesulfurización, 
calculados a partir de refinamiento Rietveld de los patrones de 
difracción de rayos X (GOF alrededor de 1.1% y Rwp por debajo del 
20%, que determinaron un buen ajuste del refinamiento, para aceptar 
los porcentajes obtenidos [118–120]).  
 
Se puede apreciar que en comparación con el carbón original, hubo 
desaparición de caolinita, además de la pirita y sulfatos ya 
observada por análisis químicos, reduciendo su contenido desde 
28.86% a una media de 18.57% (± 0.45%) entre todos los ensayos, sin 
observarse una correlación de tendencia respecto a la fuente o 
concentración de hierro. Ningún ensayo evidenció lixiviación de 
cuarzo. 
 
Como dato adicional, las muestras tratadas evidenciaron cantidades 





Figura 4-7: Composición de silicatos en el carbón antes y después 
de los ensayos de biodesulfurización de carbón con diferentes 
fuentes iniciales de hierro.  
 
 
SF(II): sulfato ferroso, SF(III): sulfato férrico, CF(III): cloruro 
férrico, K: caolinita, Q: cuarzo y R.C.: carbón no tratado. 
 
La Figura 4-8 muestra los espectros de DRIFT para las muestras 
tratadas, comparados con el espectro del carbón original reportado 
en el Capítulo 2 (véase Sección 2.3.2, Figura 2-2).  
 
Figura 4-8: Espectros de DRIFT del carbón antes y después de los 
ensayos de biodesulfurización de carbón con diferentes fuentes 
iniciales de hierro.  
 
 
SF(II): sulfato ferroso, SF(III): sulfato férrico, CF(III): cloruro 
férrico, KM: Unidades de Kubelka-Munk, Ka: caolinita, Si: enlaces 
asociados a silicatos (caolinita y cuarzo), Py: pirita, SO42-: 
enlaces asociados a sulfato, M: enlaces asociados a la matriz 




Todos los ensayos indicaron similitudes respecto a reducción de las 
bandas de caolinita (especialmente las correspondientes a los 
enlaces Si-O-Al: 644 cm-1, 754 cm-1, más desaparición de bandas de 
O-H a 3673 cm-1 y 3257 cm-1). En cuanto a las bandas de sulfatos, a 
700 cm-1 se observó un incremento considerable en los ensayos que 
utilizaron 1250 mg Fe/L de sales sulfatos, más la aparición de una 
nueva banda a 1070 cm-1 [122], en el ensayo con sulfato ferroso. La 
banda de jarosita a 1190 cm-1 tuvo un aumento notorio en los ensayos 
con la mayor concentración de hierro, especialmente al utilizar 
sulfato ferroso, mientras que la banda O-H asociada al 
hidroxisulfato a 1620 cm-1 fue más notoria en los ensayos con las 
mayores concentraciones de cloruro férrico y la mayor concentración 
de sulfato ferroso. Las bandas de la matriz orgánica no sufrieron 
cambios relevantes, con excepción de una leve variación en las 
bandas alifáticas (2860 cm-1 y 2938 cm-1).    
4.4 Discusión y conclusiones preliminares 
A nivel general, las diferencias significativas entre los valores 
iniciales de pH (ver Figura 4-1) y Eh (ver Figura 4-2) pueden ser 
atribuidas a las fuentes y concentraciones de hierro evaluadas, ya 
que la composición de nutrientes y ácido sulfúrico en el medio de 
cultivo fue igual para todos, así como la concentración de pulpa. 
 
Los pH iniciales bajos, obtenidos al utilizar sales férricas (ver 
Figura 4-1), pueden explicarse a partir de la química de 
solubilización en agua (ver Ecuación (4.1)). En primer lugar, como 
se explicó en la Sección 1.3.3, los aniones Fe3+ hidrolizan, 
generando un extra de iones H+ en el medio (ver Ecuaciones (1.3) a 
(1.5)). Luego, los iones H+ formados reaccionan con los cationes Xn- 
(SO42- o Cl-) (ver Ecuación (4.2)), donde, con base en la constante 
de acidez ka, el equilibrio químico entre los iones Cl- y H+ genera 
un ácido más fuerte que el existente entre los iones SO42- y H+, 
indicando por qué los ensayos con cloruro férrico tuvieron pH más 
bajos que aquellos con sulfato férrico (Daoud & Karamanev, 2006). 
           








Por otro lado, los valores de Eh inicial (ver Figura 4-2a) 
dependieron de la valencia predominante del hierro adicionado, ya 
que este parámetro es directamente proporcional a la razón Fe3+/Fe2+ 
para cualquier instante de tiempo  [7,74,141]. Por esta razón, los 
ensayos con sales férricas iniciaron en valores por encima de 530 
mV. El menor Eh inicial de los ensayos con sulfato férrico, en 
comparación con aquellos que utilizaron cloruro férrico, se debió a 
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la presencia de 8% de iones Fe2+ que tuvo la solución madre en 
equilibrio, lo cual minimizó la razón Fe3+/Fe2+. De igual forma, los 
valores ligeramente mayores de los ensayos con sulfato ferroso, 
respecto a sus controles abióticos, pudieron corresponder a la 
cantidad adicional de iones Fe3+, proveniente de los inóculos. 
  
La disminución significativa del Eh en los ensayos con sales 
férricas al primer día del proceso (ver Figura 4-2), posiblemente 
tuvo influencia de la lixiviación considerable de hierro que hubo 
en ese periodo de tiempo (ver Figura 4-3). Ya que esta solubilización 
también se observó en los controles abióticos y estos no presentaron 
oxidación significativa de pirita (ver Figura 4-3), puede 
relacionarse con la disolución de hierro no pirítico. Tal como se 
dedujo en el Capítulo 3, con base en los análisis químicos y 
mineralógicos de la muestra de carbón original (véase Sección 2.3), 
este puede hacer parte de compuestos de sulfato ferroso y jarosita 
(véase sección 3.4.1). 
 
Con base en los resultados mostrados en la Figura 4-4, que indican 
un aumento significativo de iones Fe2+ en solución, se puede deducir 
que parte de los compuestos de este tipo de hierro pueden ser de 
naturaleza ferrosa, el cual al solubilizarse ocasionó la disminución 
del Eh, ya que este parámetro depende directamente de la relación 
Fe3+/Fe2+ [141]. No obstante, los cambios observados en el Eh también 
pudieron deberse al inicio de la oxidación química de pirita (ver 
Ecuación (1.1)), teniendo en cuenta la disminución de los iones Fe3+ 
que se observó en los ensayos con las mayores concentraciones de 
sales férricas. 
  
A diferencia de las variaciones de Eh en los primeros días, los 
ensayos tuvieron un comportamiento cinético similar en la oxidación 
de iones Fe2+, tendiendo a alcanzar valores de Eh máximos alrededor 
de 550 mV, correlacionado con el aumento en la concentración de 
iones Fe3+ y disminución de iones Fe2+ (ver Figura 4-4).  
 
Es importante señalar que los ensayos con las mayores 
concentraciones de cloruro férrico sólo llegaron a un Eh alrededor 
de 500 mV al doceavo día (ver Figura 4-2); sin embargo, en 
comparación con los demás ensayos, nunca entraron en fase de 
estabilización significativa en ese periodo de tiempo. Lo anterior 
da indicio de que estos ensayos posiblemente nunca salieron de la 
fase lag. Todos los parámetros medidos para estos ensayos y sus 
respectivos controles abióticos indican que los microorganismos si 
se pudieron adaptar a las condiciones del proceso; no obstante 
sufrieron una inhibición por sales cloruro, lo que impidió que 
alcanzasen una velocidad de regeneración de iones Fe3+ igual a la de 
los otros ensayos, por lo que posiblemente requerirían de un tiempo 
de reacción más largo para llegar al Eh máximo observado.  
 
Todo lo anterior conlleva a que las diferencias encontradas en 
cuanto a hierro y sulfato removido y pirita oxidada (ver Figuras 4-
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3, 4-5 y 4-6), dependieron de las propiedades de cada sal, tal como 
se explicará en las siguientes secciones. 
4.4.1 Efecto del sulfato ferroso 
Al igual que lo observado en el Capítulo 3 (véase sección 3.4.1), 
los aumentos en el pH de los primeros días pueden explicarse por 
una disminución de iones H+, debida a su consumo en la reacción de 
la biooxidación de los iones Fe2+ mediada por A. ferrooxidans (ver 
Ecuación (1.2)) y su posible interacción con la caolinita del carbón 
(ver Ecuación (3.4)).  
 
Teniendo en cuenta el mecanismo de biooxidación de iones Fe2+ (ver 
Ecuación (1.2)), una mayor concentración inicial de iones Fe2+ 
requeriría un mayor número de iones H+ para llevarse a cabo la 
reacción. Esto explicaría por qué de los comportamientos de pH en 
los ensayos con las dos mayores concentraciones de sulfato ferroso 
(ver Figura 4-1) en los primeros días de proceso, los cuales tuvieron 
el máximo incremento en el valor (alrededor de 0.11 unidades), 
mientras que sus controles abióticos sólo sufrieron una leve 
variación (0.03 unidades), probablemente debida a las interacciones 
inicial de la solución lixiviante con la caolinita del carbón (ver 
Figura 4-1, literal b).  
 
No obstante, el aumento del pH en los ensayos con las dos mayores 
concentraciones de sulfato ferroso no pareció incrementar la fase 
lag en los primeros días del proceso, al no notarse cambios en los 
valores de Eh respecto a los demás ensayos (ver Figura 4-2). Tampoco 
afectó la remoción de hierro en ese periodo de tiempo, puesto que 
no se observó reducción en el porcentaje de hierro removido (ver 
Figura 4-3), posiblemente porque la variación en el pH no fue 
significativa para alterar la solubilidad en la solución lixiviante, 
manteniendo la mayor parte de iones Fe3+ hidrolizados (ver Ecuaciones 
(1.3) a (1.5)) [158], lo cual pudo evitar precipitación de los 
productos de la oxidación de pirita de la interfase líquido-sólido 
[17,75,81,159].  
 
A partir del comportamiento de las especies de hierro en solución, 
se observó que todos los ensayos con sales sulfato mantuvieron una 
concentración alrededor de 50 mg Fe2+/L luego del sexto día (ver 
Figura 4-4, literal a), mientras que el incremento en la 
concentración de iones Fe3+ si fue directamente proporcional a la 
concentración de hierro inicial desde los primeros días (ver Figura 
4-4, literal b). Por lo tanto, la hidrólisis de una mayor 
concentración de iones Fe3+, probablemente generó una mayor cantidad 
de iones H+ (ver Ecuaciones (1.3) a (1.5)), explicando por qué los 
ensayos con las dos mayores concentraciones, especialmente al 
utilizar 1250 mg Fe2+/L (ver Figura 4-1), tuvieron una mayor 
disminución en el pH luego del tercer día de proceso, en comparación 




De igual forma que lo mencionado anteriormente y teniendo en cuenta 
la Figura 4-5, una mayor concentración de iones Fe3+ en solución 
pudo haber promovido la mayor oxidación la pirita observada en los 
ensayos con las mayores concentraciones de sulfato ferroso, de donde 
también se pudo haber producido una mayor cantidad de iones H+ que 
aportó a la disminución del pH (ver Ecuación (3.2)). 
 
Por otra parte, al igual que lo explicado en el Capítulo 3 (véase 
sección 3.4), las condiciones utilizadas en este proceso 
posiblemente fueron las que evitaron caídas en la concentración de 
hierro (ver Figura 4-3), especialmente cuando se utilizaron las dos 
mayores concentraciones de sulfato ferroso, así como pudieron 
impedir el incremento en la concentración de sulfatos en el carbón 
al finalizar los procesos, observándose, en contraste, una remoción 
de los mismos (ver Figura 4-6). Aunque algunos trabajos preliminares 
reportan que concentraciones por encima de 1200 mg Fe/L promueven 
la precipitación de productos de la oxidación del pirita [25], las 
condiciones de esos procesos (pH inicial, tipo de carbón y tamaño 
de partícula) hicieron que sus pH se incrementaran a valores por 
encima de 1.9, superiores a los observados en este trabajo 
(alrededor de 1.71). 
 
A partir de las experimentaciones con sulfato ferroso hechas por 
Daoud y Karamanev (2006), donde se encontró que un pH entre 1.6 y 
1.7 evita en mayor medida la formación de jarosita y además mantiene 
una buena tasa de biooxidación de iones Fe2+ a 30°C [81], se puede 
deducir que los rangos de pH a los que se mantuvieron los ensayos 
pudieron ser el factor clave que evitó sobresaturación de hierro a 
altas concentraciones iniciales del elemento. 
 
No obstante, el ensayo con la mayor concentración de sulfato 
ferroso, aunque presentó reducción en la concentración de sulfatos 
del carbón (ver Figura 4-6), evidenció aparición e incremento de 
bandas de sulfato y jarosita en el análisis de DRIFT (ver Figura 3-
7). Como se puede apreciar en la Figura 4-4, cuando el ensayo alcanza 
una concentración alrededor de 2500 mg Fe3+/L al noveno día, tiende 
a mantenerse sobre la misma concentración, mientras los demás 
ensayos con sulfato ferroso, cuya cantidad de iones Fe3+ está por 
debajo, mantienen un crecimiento lineal. Así mismo, la Figura 4-3 
indica reducción en el porcentaje de remoción de hierro, donde el 
ensayo obtuvo un valor incluso menor que el ensayo con la menor 
concentración. De lo anterior puede deducirse que al utilizar la 
concentración de 1250 mg Fe/L posiblemente ocurrió una 
reprecipitación de productos de oxidación de pirita durante el 
proceso; sin embargo, la cantidad generada probablemente no fue 
significativa respecto a la cantidad de sulfatos que paralelamente 
se iban solubilizando del carbón. 
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4.4.2 Efecto del sulfato férrico 
Cuando se reemplazó sulfato ferroso por sulfato férrico, el 
equilibrio químico de la sal (ver Ecuaciones (4.1) y (4.2)), sumado 
a la hidrólisis de los iones Fe3+ iniciales (ver Ecuaciones (1.3) a 
(1.5)), generaron un exceso de iones H+ en solución desde el primer 
día.  
 
La mayor concentración de iones H+ en los días iniciales del proceso 
probablemente fue una de las responsables de que el pH no tuviera 
un aumento significativo en ese periodo de tiempo (0.3 y 0.5 unidades 
de pH para los ensayos con 700 mg Fe/L y 1250 mg Fe/L 
respectivamente, ver Figura 4-1). Así mismo las bajas 
concentraciones de iones Fe2+, en comparación con los ensayos con 
sulfato ferroso, redujeron el consumo de iones H+ en la bioproducción 
de iones Fe3+ (ver Ecuación (1.2)) y el incremento del valor en este 
caso pudo estar mayormente influenciado por la interacción de la 
solución lixiviante con los componentes del carbón (caolinita 
principalmente).  
 
Los bajos valores de pH a lo largo del proceso tuvieron influencia 
positiva sobre la remoción de hierro (ver Figura 4-3) y sulfato (ver 
Figura 4-6). Esto concuerda con investigaciones previas las cuales 
demostraron que una mayor acidez en la solución lixiviante 
incrementa la solubilidad de los compuestos de hierro y sulfato, 
presentes o formados en el proceso [12,25,37,81,158].  
 
Sin embargo, con base en la Figura 4-5, el uso de sulfato férrico 
no incrementó el porcentaje de oxidación de pirita, respecto a los 
ensayos con las mayores concentraciones de sulfato ferroso. Teniendo 
en cuenta que los controles abióticos no presentaron una remoción 
significativa de hierro después del tercer día (ver Figura 4-3, 
literal b) y su Eh tendió a estabilizarse en 413 mV (ver Figura 4-
2, literal b), se puede decir que los iones Fe3+ del sulfato férrico 
probablemente tuvieron mayor influencia dentro de los primeros tres 
días de proceso, hasta que fueron reducidos por la oxidación química 
de la pirita. Eso quiere decir que la principal responsable de 
mantener una razón Fe3+/Fe2+ alta en los días siguientes fue la 
actividad bacteriana, lo cual explica por qué los ensayos tuvieron 
una tendencia de Eh similar a la de los ensayos con sulfato ferroso 
luego del tercer día, incluso llegando a valores máximos parecidos 
(ver Figura 4-2). 
 
No obstante, pudo observarse que una adición de la sal a 150 mg Fe/L 
fue suficiente para alcanzar el mayor porcentaje de pirita oxidada. 
Esto quiere decir que la cantidad de iones Fe3+ aportada por 150 mg 
Fe/L de sulfato férrico (138 mg Fe3+/L) bastaron para ayudar a 
incrementar porcentaje de oxidación de pirita (ver Figura 4-5) y 
remoción de sulfatos (ver Figura 4-6) en comparación a si se utiliza 
igual cantidad de sulfato ferroso, dentro de los parámetros 
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utilizados en este trabajo, por lo que no se requeriría adicionar 
cantidades mayores de la sal.  
4.4.3 Efecto del cloruro férrico 
La utilización de cloruro férrico como fuente de hierro no tuvo un 
efecto positivo sobre la oxidación de pirita mediada por los 
microorganismos de este trabajo (ver Figura 4-5). Esto puede estar 
relacionado con los resultados encontrados en investigaciones 
previas sobre procesos de biooxidación de sulfuros que reportan a 
los iones Cl- como inhibidores del crecimiento de los 
microorganismos y la oxidación de hierro [90,160–163]. 
 
En este trabajo pudo observarse que los microorganismos pudieron 
generar cierto grado de resistencia contra los iones Cl-, 
posiblemente adquirida de las múltiples etapas de adaptación. 
Incluso se evidenció actividad bacteriana durante los procesos a 
las mayores concentraciones de cloruro férrico (ver Figuras 4-2 y 
4-3), los cuales tuvieron cantidades superiores al límite de 
toxicidad reportado en la literatura (1000 mg Cl-/L [90,160]). No 
obstante, como indicó la Figura 4-4, la velocidad de 
biorregeneración de iones Fe3+ fue afectada. 
 
Se observó que los ensayos con las mayores concentraciones de 
cloruro férrico revelaron una alta concentración de iones Fe2+, en 
comparación con sus contrapartes que utilizaron sulfatos de hierro 
(ver Figura 4-4, literal a). Esto muestra que la resistencia a los 
iones Cl- obtenida por las cepas utilizadas en este trabajo 
probablemente no fue suficiente para conservar la misma capacidad 
oxidante observada cuando se cultivaron con sulfatos de hierro (ver 
Figura 4-2), implicando una reducción en la concentración de iones 
Fe3+, la cual pudo ser una de las principales causas que afectó la 
oxidación de pirita (ver Figura 4-5). 
 
Adicionalmente, el incremento en la concentración de cloruro férrico 
afectó negativamente el porcentaje de sulfatos removidos del carbón 
(ver Figura 4-6). Aunque las mayores concentraciones de la sal 
permitieron trabajar con los rangos de pH más bajos entre todos los 
ensayos (ver Figura 4-1), no se cumplió relación acidez-solubilidad 
encontrada para los ensayos con sulfato férrico, obteniéndose los 
valores más bajos entre todos los procesos.  
 
Cabe señalar que aunque algunos autores reportan que la presencia 
de cloruros en procesos de biooxidación de hierro y sulfuros induce 
a la precipitación jarosita, este fenómeno ha sido atribuido al 
catión de la sal empleada en sus experimentos, generalmente sodio o 
potasio, que induce a la formación del hidroxisulfato, sin tener en 
cuenta la concentración de iones Cl- en sí [90]. Por lo tanto, este 
trabajo reveló que pudieron ocurrir otros factores que conllevaron 




Las dos mayores concentraciones de cloruro férrico posiblemente 
tuvieron una acción significativa sobre el fosfato diácido de 
potasio (KH2PO4) de la solución lixiviante, teniendo en cuenta su 
efecto coagulante sobre compuestos de fósforo en tratamientos de 
aguas residuales [164]. Aunque los análisis de DRIFT no revelaron 
formación de precipitados de fosfato a las condiciones de pH de la 
solución lixiviante (ver Figura 4-8), la interacción entre ambas 
sales pudo incidir sobre el equilibrio químico del KH2PO4 con sus 
respectivos aniones, donde la formación de especies Fe3+-PO43- pudo 
influir hacia el incremento de la concentración de los iones K+ 
libres, los cuales tenderían a reaccionar con los subproductos de 
la oxidación de pirita, generando precipitados como potasio jarosita 
(ver Ecuación (1.7)), causando una reducción en el porcentaje global 
de sulfato removido del carbón.  
 
Por otra parte, aunque se ha reportado que los iones Cl- pueden 
interaccionar con la matriz orgánica de carbón en procesos químicos 
(los cuales trabajan entre 200 °C y 300 °C) induciendo a la remoción 
de una fracción del azufre orgánico (mediante enlaces con los iones 
Cl- en un proceso de clorinación [165]), los análisis de DRIFT para 
los ensayos que utilizaron cloruro férrico (ver Figura 4-8) 
mostraron que las bandas de matriz orgánica del carbón no tuvieron 
cambios significativos que pudieran ser atribuidos al efecto de esta 
sal, revelando que la clorinación probablemente no ocurre a la 






5. El carbón como limitante en procesos de 
biodepiritización mediados por Acidithiobacillus 
ferrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidans en 
presencia de cisteína 
5.1 Introducción 
El Capítulo 3 mostró cómo un proceso de biodepiritización, de un 
carbón con alto contenido de azufre pirítico (4.00% w) y caolinita 
(28.86% w), obtuvo un aumento significativo en la oxidación de 
pirita cuando se adicionaron de 60 mg/L de cisteína, en presencia 
de A. ferrooxidans y A. thiooxidans (28.44% más alto que al no 
utilizar aminoácido). Para este caso en particular, se dedujo que 
A. thiooxidans jugó un papel importante, pues probablemente degradó 
el aminoácido y produjo compuestos, que ayudaron a mitigar de los 
efectos tóxicos de los iones Al3+ (solubilizados de la caolinita 
contenida en el carbón) que afectaban negativamente la velocidad de 
regeneración de iones Fe3+ de A. ferrooxidans. 
 
Adicionalmente para el mismo carbón, en el Capítulo 4 se demostró 
que reemplazar sulfato ferroso por sulfato férrico, permite obtener 
buenos porcentajes de oxidación de pirita sin requerir altas 
concentraciones de la fuente de hierro (150 mg Fe3+/L), gracias a su 
aporte de iones Fe3+ al inicio del proceso y un extra de acidez, que 
ayudó a disminuir la fase lag e incrementar la solubilización de 
las sales sulfato, propias del carbón y generadas durante el 
proceso. 
 
No obstante, los procesos anteriores se hicieron con una relación 
carbón:solución lixiviante de 1:10 (9.09% w). Ya que la cisteína y 
el sulfato férrico tienen efecto directo sobre los componentes del 
carbón, la concentración de pulpa juega un papel importante, debido 
a que al aumentar la cantidad de carbón, probablemente se 
incrementarían las interacciones de sus componentes en el sistema 
[21,73]. 
 
Con base en lo anterior, este capítulo explica cómo fue afectada la 
acción de la cisteína y sulfato férrico en procesos de 
biodepiritización, cuando se trabaja con diferentes concentraciones 
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de pulpa de carbón. Para ello se utilizaron análisis químicos y 
mineralógicos, con el fin de explicar los fenómenos encontrados en 
todos los procesos. 
5.2 Materiales y métodos 
5.2.1 Carbón 
El carbón utilizado se extrajo del manto “Mina Vieja” de la Mina 
“La Angostura” (Municipio de Morales, Cauca, Colombia). Luego de 
varios cuarteos sucesivos, la muestra se molió y a un tamaño de 
partícula entre pasante malla 8 (2.38 mm) y retenido malla 30 (0.50 
mm), de acuerdo a la serie Tyler de tamices (-8 +30 #Ty). El Capítulo 
2 muestra toda la información química (análisis próximos, formas de 
azufre, composición de hierro) y mineralógica (análisis cualitativo 
y cuantitativo de las especies minerales y orgánicas) del material 
a tratar (véase Sección 2.3). 
5.2.2 Microorganismos 
Se seleccionó el consorcio conformado por cepas de Acidithiobacillus 
thiooxidans (ATCC 15494) y Acidithiobacillus ferrooxidans (ATCC 
23270), utilizado en los Capítulos 3 y 4, el cual tuvo una adaptación 
previa al proceso de biodesulfurización del carbón de interés, 
cisteína (HS-CH2-CHNH2-COOH) y dos fuentes de hierro (FeSO4.7H2O y 
Fe2(SO4)3).  
 
Los inóculos para cada cultivo bacteriano se prepararon en 
erlenmeyer de 350 mL, usando un volumen de trabajo de 150 mL y una 
relación de 1 g de carbón por cada 10 mL de solución lixiviante, 
compuesta por 10% v de inóculo bacteriano (5x108 células/mL), 150 
mg Fe/L (a partir alguna de las fuentes sulfato), 0 mg Cys/L ó 60 
mg Cys/L, 1.5 mL H2SO4 (98% v)/L y la solución base el medio T&K 
(500 mg (NH4)2SO4/L, 500 mg MgSO4.7H2O/L y 500 mg KH2PO4/L) [116]. 
Las cepas se incubaron en un agitador orbital, por 12 días, a una 
temperatura de 30°C ± 1°C y una velocidad de agitación de 180 rpm ± 
2 rpm. 
5.2.3 Ensayos de biodesulfurización 
Cada ensayo fue preparado en erlenmeyer de 350 mL, con un volumen 
de trabajo de 150 mL. Se utilizó una solución lixiviante, de igual 
composición que la empleada en la preparación de cultivos, más 10% 






 Concentración de pulpa de carbón (g carbón:mL de solución): 1:10 
(9.09% w), 2:10 (16.67% w) y 3:10 (23.08% w). 
 
 Fuentes de hierro: sulfato ferroso (de una solución de FeSO4.7H2O 
a 33.33% w) y sulfato férrico (de una solución de Fe2(SO4)3 al 60% 
w, la cual contuvo 8% de iones Fe2+ en equilibrio). 
 
 Concentración de hierro adicionado: 150 mg Fen/L y 1250 mg Fen/L 
(n: indica la valencia iónica principal de la fuente: 2+ para 
sulfato ferroso y 3+ para sulfato férrico). Adicionalmente, los 
inóculos aportaron hierro (99% de iones Fe3+) a una concentración 
entre 160 mg/L y 170 mg/L. 
 
 Concentración de cisteína: 0 mg Cys/L y 60 mg Cys/L. 
 
Todos los procesos fueron incubados por 12 días, a las mismas 
condiciones de temperatura y agitación utilizadas en la preparación 
de los inóculos y tuvieron su respectiva réplica y control abiótico 
(sin presencia de microorganismos). 
5.2.4 Análisis Químicos 
Los ensayos fueron monitoreados con mediciones periódicas de pH y 
potencial redox (Eh) mediante el uso de un equipo SCHOTT Handylab, 
con un electrodo de Eh de Ag/AgCl y un electrodo de pH con 
electrolito de KCl. El hierro total y hierro ferroso en solución 
fueron determinados en un espectrofotómetro Thermo GENESYS UV 10, 
utilizando el método de la o-fenantrolina ASTM E 394-09. 
 
El hierro total y hierro ferroso en solución fueron determinados en 
un espectrofotómetro Thermo GENESYS UV 10, utilizando el método de 
la o-fenantrolina ASTM E 394-09. A partir de las concentraciones de 
hierro, y la Ecuación (3.1) se calculó el hierro removido del carbón, 
teniendo en cuenta los parámetros hierro en solución al día 0, 
hierro en solución al día t, volumen de solución, masa de carbón y 
su contenido total de hierro. 
 
Al final de cada ensayo, se midieron las formas de azufre del carbón 
tratado con base en el método ASTM D 2492-02. La pirita oxidada y 
el sulfato removido fueron calculados respectivamente mediante las 
Ecuaciones (3.2) y (3.3), teniendo en cuenta el contenido de azufre 
pirítico y de azufre en forma de sulfatos tanto de la muestra 
original como de las muestras tratadas. 
5.2.5 Análisis Mineralógicos 
Se estableció la composición mineralógica de las muestras tratadas 
mediante difracción de rayos X (DRX) y análisis de infrarrojo por 
reflectancia difusa con transformada de Fourier (DRIFT, por sus 




Para DRX, el carbón se molió en mortero de ágata hasta -200 #Ty y 
se analizó en un difractómetro marca Rigaku Miniflex II, mediante 
el método paso a paso, en el intervalo 2θ entre 5° y 70°, tamaño 
del paso de 0.01°, con un tiempo de conteo de 1 segundo. Los 
minerales presentes en el carbón fueron cuantificados mediante 
refinamiento de Rietveld, cuyas simulaciones y cálculos se llevaron 
a cabo en el programa X’Pert HighScore Plus© y la base de datos 
PDF2.  
 
Para DRIFT se utilizó la muestra a tamaño inicial (-8 +30 #Ty) y se 
analizó en un espectrómetro marca Shimadzu FTIR-8400 S, empleando 
un intervalo de número de onda entre 400 cm-1 y 4000 cm-1 y 60 
barridos, a una resolución espectral de 4 cm-1. Cada espectro se 
trató utilizando la corrección de Kubelka-Munk en el programa 
IRsolution©. 
5.2.6 Ensayos de Adsorción de cisteína 
Se preparó una solución la cual contuvo 60 mg Cys/L, 1.5 mL H2SO4 
(98% v)/L y la solución base del medio T&K [116]. Cada ensayo fue 
preparado en erlenmeyer de 350 mL, con un volumen de trabajo de 150 
mL, evaluando las tres proporciones carbón: solución (1:10, 2:10 y 
3:10). 
 
Cada media hora se sacó una muestra la cual fue centrifugada a 3000 
rpm por 10 min. Posteriormente, se separó la fase líquida y se le 
midió concentración de cisteína por el método de sonda con iones de 
Cobalto (II) [28]. Esto fue repetido en el tiempo hasta no observar 
cambios en la concentración. Finalmente, se calculó el porcentaje 
de cisteína adsorbida (ver Ecuación (5.1)), con base en la cisteína 
en solución al día 0 (Cysi, mg/L) y al día t (Cyst, mg/L). 
 





         
Paralelo a las mediciones de cisteína, se evaluó el contenido de 
oxígeno disuelto por 24 horas, utilizando un equipo HACH HQ40d, con 





5.3.1 Ensayos de biodesulfurización 
La Figura 5-1 muestra el comportamiento del pH en el tiempo. A nivel 
general, se puede apreciar una dependencia del comportamiento en el 
tiempo respecto a todas las variables evaluadas. 
 
Figura 5-1: Comportamiento del pH vs. tiempo para ensayos a 
diferentes concentraciones de pulpa (g carbón: mL solución) y 
cisteína (mg Cys/L).  
 
 
a) 150 mg Fe2+/L, b) 150 mg Fe3+/L, c) 1250 mg Fe2+/L y d) 1250 mg 
Fe3+/L. 
 
No obstante, todos los ensayos tuvieron un comportamiento típico, 
donde la mayoría tuvo un incremento máximo por encima del valor 
inicial al primer día de proceso, con excepción de los ensayos 2:10 
y 3:10 con 1250 mg Fe2+/L y 0 mg Cys/L que lo alcanzaron al tercer 
día (el cual fue el más alto entre todos los ensayos, ver Figura 5-
1, literal c). Posteriormente, todos los ensayos tuvieron una 
disminución significativa del pH, por debajo del inicial, con 
excepción del ensayo 1:10 con 150 mg Fe2+/L y 0 mg Cys/L que se 
mantuvo entre 1.63 y 1.61 (ver Figura 5-1, literal a). 
 
Respecto a la concentración de pulpa, los ensayos 3:10 fueron los 
que alcanzaron los menores pH al final del proceso, respecto a sus 
contrapartes que utilizaron una menor proporción de carbón, siendo 
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más bajos en los ensayos con las mayores concentraciones de hierro 
(ver Figuras 5-1, literal c, y 5-1, literal d). 
 
El uso de sulfato férrico permitió que los ensayos iniciaran 0.4 a 
0.6 unidades por debajo del pH inicial de los ensayos con sulfato 
ferroso, lo cual permitió obtener menores pH en los últimos días de 
proceso, especialmente al utilizar la mayor concentración de hierro 
(ver Figura 5-1, literal d).  
 
Por otro lado, los ensayos con 60 mg Cys/L mostraron una mayor 
disminución del pH durante el proceso, especialmente entre el tercer 
y sexto día. Sin embargo, en la última etapa de la experimentación, 
no se observó una diferencia significativa en los valores de pH 
respecto a los ensayos sin aminoácido, excepto cuando se utilizaron 
concentraciones de pulpa a 1:10 y 2:10 con 150 mg Fe2+/L, donde el 
pH fue menor en los ensayos con adición de cisteína.  
 
La Figura 5-2 muestra las variaciones del Eh en el tiempo. Se puede 
observar que los ensayos con sulfato ferroso, iniciaron en valores 
menores que aquellos con sulfato férrico (hasta una diferencia media 
de 110 mV, utilizando 1250 mg Fe2+/L). Adicionalmente, los ensayos 
con sulfato férrico en presencia de 60 mg Cys/L, iniciaron en un 
menor valor que los que no tuvieron aminoácido.  
 
Figura 5-2: Comportamiento del Eh vs. tiempo para ensayos a 
diferentes concentraciones de pulpa (g carbón: mL solución) y 
cisteína (mg Cys/L). 
 
 





A pesar de las diferencias en el Eh inicial, todos los ensayos con 
sulfato férrico y el ensayo 3:10 con 150 mg Fe2+/L y 0 mg Cys/L 
presentaron una disminución del valor al primer día, mientras que 
el ensayo 3:10 con 150 mg Fe2+/L y 60 mg Cys/L y los ensayos 2:10 y 
3:10 con 1250 mg Fe2+/L y 0 mg Cys/L tuvieron un valor similar que 
al principio. Los demás presentaron un continuo aumento en el Eh.  
 
Después del día 1, todos los ensayos mostraron un aumento 
significativo en el Eh. Al sexto día, todos los ensayos sin adición 
de cisteína (día 9 en el ensayo 2:10 con 1250 mg Fe3+/L) y el ensayo 
1:10 con 150 mg Fe2+/L y 60mg Cys/L, alcanzaron los máximos valores 
de Eh, mientras que los demás ensayos con cisteína, no evidenciaron 
estabilización en el valor al doceavo día. Adicionalmente, puede 
apreciarse que los máximos valores de Eh alcanzados por cada ensayo 
fueron inversamente proporcionales a la concentración de pulpa, para 
cada condición de hierro y cisteína, teniendo en cuenta que los 
ensayos 1:10 con 60 mg Cys/L, alcanzaron los máximos valores entre 
todos los procesos evaluados (por encima de 600 mV). 
 
Con base en los resultados encontrados en cuanto a la influencia 
notoria de la concentración de pulpa sobre el Eh, en la Figura 5-3 
se graficó la relación entre los valores del doceavo día y la 
concentración de hierro (independiente de la fuente), para cada 
concentración de cisteína. Puede apreciarse, de manera más 
detallada, que el Eh fue inversamente proporcional a la 
concentración de pulpa, donde la adición de cisteína mostró un 
efecto significativo, pero no la concentración de hierro.  
 
Figura 5-3: Relación del Eh final vs. concentración de pulpa de 
carbón para cada concentración de hierro (independiente de la 




Aparentemente, la adición de cisteína permitió mantener Eh más 
altos, especialmente cuando se utiliza una concentración de pulpa a 
1:10 (obteniéndose un valor similar a cuando los microorganismos se 
cultivan en ausencia de carbón, representado en el dato del origen, 
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véase Sección 3.3.3). No obstante, el rango diferencial entre los 
ensayos con y sin cisteína, disminuyó acorde al incremento en la 
pulpa de carbón, observándose que en los ensayos 3:10 no hay 
diferencias significativas entre usar o no aminoácido. 
 
La Figura 5-4 muestra la relación entre el Eh y el logaritmo natural 
de la razón Fe3+/Fe2+ para todos los ensayos, independiente de la 
pulpa de carbón, fuente o concentración de hierro, concentración de 
cisteína o instante de tiempo t. La tendencia lineal indica que, 
para la experimentación de este trabajo, las interacciones Fe3+/Fe2+ 
pueden explicar con un 97% de confiabilidad las variaciones del Eh. 
 
Figura 5-4: Correlación entre el Eh vs. Ln(Fe3+/Fe2+) para todos los 




La Figura 5-5 muestra las variaciones de la remoción de hierro con 
el tiempo. A nivel general, puede apreciarse un aumento 
significativo en el primer día, alcanzando un valor similar en todos 
los ensayos (entre 9% y 10%), seguido por un aumento continuo a 
menor velocidad (reducción de la pendiente) hasta el doceavo día, 
con excepción el ensayo 1:10 con 150 mg Fe2+/L y 0 mg Cys/L y los 
ensayos 1:10 y 3:10 con 1250 mg/L de Fe2+ o Fe3+ que redujeron 
considerablemente el índice de remoción después del noveno día. 
  
Se evidenció que los ensayos 1:10 y 2:10 con sulfato férrico 
presentaron mejores velocidades de remoción que sus contrapartes 
que utilizaron sulfato ferroso, mientras que entre los ensayos 3:10 
no se observó un comportamiento dependiente de la fuente de hierro. 
Del mismo modo, los ensayos 1:10 y 2:10 con cisteína alcanzaron 
mejores remociones que sus contrapartes sin adición de aminoácido, 





Figura 5-5: Comportamiento del hierro removido vs. tiempo para 
ensayos a diferentes concentraciones de pulpa (g carbón: mL 
solución) y cisteína (mg Cys/L).  
 
 
a) 150 mg Fe2+/L, b) 150 mg Fe3+/L, c) 1250 mg Fe2+/L y d) 1250 mg 
Fe3+/L. 
 
La Figura 5-6 muestra el porcentaje de pirita oxidada al final del 
proceso respecto a cada concentración de pulpa. A nivel general, 
pudieron apreciarse los siguientes aspectos:  
 
 Al igual que el Eh y el hierro removido, este valor fue 
inversamente proporcional a la cantidad de carbón adicionada, 
aunque esta variación no fue tan notoria entre los ensayos con 
150 mg Fe2+/L (ver Figura 5.6, literal a). 
 
 El uso de cisteína incrementó significativamente la oxidación de 
pirita en los ensayos 1:10 y 2:10, mas no en los ensayos 3:10.  
 
 El uso de sulfato férrico ayudó a mejorar el porcentaje de pirita 
oxidada, aunque perdió efectividad a medida que la concentración 
de pulpa aumentó. 
 
 Al utilizar una concentración de 1250 mg Fe/L (independiente de 
la fuente), se redujo considerablemente la oxidación de pirita 





Figura 5-6: Pirita oxidada del carbón a diferentes concentraciones 
de pulpa (g carbón: mL solución), cisteína y adición de hierro. 
  
 
a) Ensayos con sulfato ferroso y b) Ensayos con sulfato férrico. 
 
Con base en los resultados de la Figura 5-6, la Ecuación (5.2) 
permite comparar las eficiencias de oxidación de cada ensayo 
(%Pyox,ensayo), respecto a un valor de referencia (%Pyox,referencia) para 
cada concentración de pulpa. En este trabajo, se escogieron los 
ensayos con 150 mg Fe2+/L y 0 mg Cys/L como referencia, ya que, como 
se dijo anteriormente, no sufrieron cambios tan significativos en 
el rango de pulpa evaluado (ver Figura 5-6, literal a).  
 
Eficiencia =  
%Py ,
%Py ,
− 1 × 100 
(5.2) 
 
La Tabla 5-1 muestra las eficiencias calculadas respecto a cada 
valor de referencia. Puede apreciarse que el incremento en la 
adición de hierro a 1250 mg Fe2+/L mejoró la oxidación de pirita en 
los ensayos 1:10 y 2:10, sin embargo, tuvo un efecto negativo sobre 
los ensayos 3:10, reduciendo el valor de referencia en 39.78%. Algo 
similar ocurrió al utilizar 1250 mg Fe3+/L, aunque los ensayos 
tuvieron mejores eficiencias que sus contrapartes con sulfato 
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ferroso. Adicionalmente, cuando se utilizó 150 mg Fe3+/L, sólo se 
observó un aumento en la eficiencia de los ensayos 1:10, pero no se 
observaron cambios significativos en los ensayos 2:10 y 3:10 
respecto a sus contrapartes con sulfato ferroso. 
 
Por otro lado, la adición de 60 mg Cys/L permitió eficiencias máximas 
para las concentraciones de pulpa de 1:10 y 2:10 de 42% (con 1250 
mg Fe3+/L) y 25% (con 150 mg Fe/L de cualquier fuente) 
respectivamente. Sin embargo, la eficiencia con relación a la 
adición de aminoácido disminuyó considerablemente en los ensayos 
3:10, donde se obtuvieron valores máximos alrededor del 7%. 
  
Tabla 5-1: Eficiencias en la oxidación de pirita para diferentes 
















0 0.00 0.00 0.00 
60 28.44 25.00 6.12 
1250 
0 21.10 10.19 -38.78 




0 21.10 4.08 0.00 
60 37.61 25.00 7.14 
1250 
0 22.02 16.67 -25.51 
60 42.20 23.15 -23.47 
*Los ensayos con 150 mg Fe2+/L y 0 mg Cys/L se tomaron como valores 
de referencia para cada concentración de pulpa). 
 
La Figura 5-7 muestra la cantidad de pirita oxidada, expresada en 
términos de masa, teniendo en cuenta la cantidad de carbón utilizada 
en cada ensayo. Puede observarse que en los ensayos con 150 mg Fe/L, 
la cantidad de pirita se incrementó en la medida que aumentaba la 
concentración de pulpa, siendo mayor para los ensayos con 60 mg 
Cys/L, aunque la diferencia con los ensayos sin adición de cisteína 
disminuyó entre los ensayos 3:10, que tendieron hacia un mismo 
valor. Por otra parte, los ensayos con 1250 mg Fe/L mostraron un 
máximo valor en los ensayos 2:10 (aunque por debajo del alcanzado 
para los ensayos con 150 mg Fe/L), sin evidenciase diferencias 
significativas en presencia o no de cisteína, aunque si fue mayor 





Figura 5-7: Cantidad de pirita oxidada en los ensayos con diferentes 




a) Ensayos con sulfato ferroso, b) Ensayos con sulfato férrico. 
 
La Figura 5-8 muestra el comportamiento del porcentaje de pirita 
oxidada frente a los valores finales de Eh. Esta relación describe 
una dependencia directa con tendencia exponencial, mostrando que 
entre 500 mV y 560 mV (rango de valores alcanzado por los ensayos 
sin adición de aminoácido), existe una diferencia significativa en 
la oxidación, mientras que entre 550 mV y 650 mV (valores alcanzados 
por los ensayos 1:10 y 2:10 con cisteína) el aumento en la oxidación 
se atenúa, tendiendo hacia 40% y 45%, porcentajes alcanzados 





Figura 5-8: Relación de la pirita oxidada vs. Eh final para las 




La Figura 5-9 muestra el sulfato removido del carbón al final de 
los ensayos.  
 
Figura 5-9: Sulfato removido del carbón a diferentes concentraciones 
de pulpa (g carbón: mL solución), cisteína y adición de hierro.  
 
 




La remoción de sulfatos tuvo un comportamiento inversamente 
proporcional a la concentración de pulpa de carbón y dependió de la 
fuente y concentración de hierro, mas no de la adición de cisteína, 
con excepción del ensayo 1:10 con 150 mg Fe2+/L y 60 mg Cys/L, el 
cual alcanzó el máximo valor de remoción (ver Figura 5-9, literal 
a). Adicionalmente, se pudo apreciar que se obtuvo una mejor 
remoción cuando se utilizó la menor concentración de hierro, aunque 
esta diferencia no fue tan marcada en los ensayos con sulfato 
férrico. Como caso especial, los ensayos 3:10 con 1250 mg Fe2+/L 
evidenciaron precipitación de sulfato (valores negativos, ver Figura 
5-9, literal c).  
5.3.2 Análisis Mineralógicos 
La Figura 5-10 indica los porcentajes de caolinita y cuarzo en las 
muestras de carbón antes y después de los procesos de 
biodesulfurización, calculados a partir de refinamiento Rietveld de 
los patrones de difracción de rayos X (GOF: por debajo de 1.2% y 
Rwp: por debajo del 20% determinaron un buen ajuste del refinamiento, 
para aceptar los porcentajes obtenidos [118–120]).  
 
Se puede apreciar que en comparación con el carbón original, hubo 
desaparición de caolinita, además de la pirita y sulfatos ya 
observada por análisis químicos, reduciendo su contenido desde 
28.86% a una media de 18.31% (± 1.10%) entre todos los ensayos, 
observándose dependencia específica a la concentración de hierro a 
una concentración de pulpa de 3:10, pero no de la fuente, y tampoco 
influyó la cantidad de cisteína adicionada. Ningún ensayo evidenció 
lixiviación de cuarzo. 
 
Figura 5-10: Composición de silicatos en el carbón antes y después 
del proceso de biodesulfurización calculados con base en las 
composiciones obtenidas por el método de Rietveld. 
 
 





Como dato adicional, los ensayos 3:10 con la mayor concentración de 
sulfato ferroso evidenciaron aparición de jarosita en una proporción 
de 1.00% w (± 0.02% w). Las demás muestras tratadas evidenciaron 
cantidades no significativas de jarosita, menores 0.40% w.  
 
La Figura 5-11 muestra los espectros de DRIFT de los carbones 
tratados comparados con el espectro del carbón original reportado 
en el Capítulo 2 (véase Sección 2.3.2).  
 
Figura 5-11: Espectros de DRIFT del carbón antes y después del 
proceso de biodesulfurización para diferentes concentraciones de 
pulpa (g carbón: mL solución), hierro y cisteína.  
 
 
a) 150 mg Fe2+/L, b) 150 mg Fe3+/L, c) 1250 mg Fe2+/L, d) 1250 mg 
Fe3+/L. KM: Unidades de Kubelka-Munk, Ka: caolinita, Si: enlaces 
asociados a silicatos (caolinita y cuarzo), Py: pirita, SO42-: 
enlaces asociados a sulfato, M: enlaces asociados a la matriz 
orgánica del carbón y Ja: jarosita. 
 
Los ensayos indicaron similitudes en la variación de las bandas de 
caolinita (especialmente una reducción correspondiente a los enlaces 
Si-O-Al: 644 cm-1, 754 cm-1 y O-H: desaparición de la banda a 3673 
cm-1 y variaciones entre 3257 cm-1 y 3244 cm-1). En cuanto a las 
bandas de (hidroxi)sulfatos, se pudo apreciar un aumento importante 
a 1192 cm-1 y 700 cm-1, especialmente en los ensayos con la mayor 
concentración de hierro (ver Figura 5-11, literales c y d). Estos 
ensayos también presentaron una nueva banda a 1070 cm-1, 
correspondiente a un enlace S-O [122], la cual tuvo mayor intensidad 
en los ensayos 3:10. Así mismo, los ensayos 2:10 y 3:10 que 
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utilizaron sulfato ferroso (ver Figura 5-10, literal c) evidenciaron 
la aparición de una nueva banda a 3412 cm-1, correspondiente a un 
enlace N-H posiblemente asociado con amoniojarosita [126]. Las 
bandas de la matriz orgánica no sufrieron cambios relevantes, con 
excepción de una leve variación en las bandas alifáticas (2860 cm-1 
y 2938 cm-1). En cuanto a los ensayos con cisteína, tal como se 
observó en el Capítulo 3 (véase sección 3.3.2), las bandas del 
aminoácido no se pudieron identificar para la concentración 
empleada. 
5.3.3 Ensayos de adsorción de cisteína 
La Figura 5-12 muestra el porcentaje de cisteína adsorbida respecto 
al tiempo, donde la adsorción fue proporcional a la concentración 
de pulpa en las primeras 2 horas. Aunque el ensayo 3:10 alcanzó el 
valor máximo (98%) a las 1.5 horas, los demás lo obtuvieron media 
hora después.  
 
Figura 5-12: Adsorción de cisteína vs. tiempo sobre tres 




La Figura 5-13 muestra el análisis de oxígeno disuelto de los ensayos 
por 24 horas. Puede observarse que las dos mayores concentraciones 
de pulpa influyeron sobre una disminución continua en el valor, 
especialmente al utilizar 3:10, donde se vio una caída las primeras 
2 horas desde 6.4 mg O2/L a 6.0 mg O2/L y de ahí continuó hasta 5.5 
mg O2/L, sin tendencia a estabilizarse. Por otro lado, la pulpa de 
1:10 pareció no afectar dicho valor, porque no se observaron 






Figura 5-13: Oxígeno disuelto vs. tiempo sobre tres concentraciones 
de pulpa (g carbón: mL solución). 
 
 
5.4 Discusión y conclusiones preliminares 
Los resultados obtenidos evidenciaron que el comportamiento del Eh 
puede explicar casi en su totalidad (un 97% de ajuste en los datos) 
los cambios en la relación Fe3+/Fe2+ en solución (ver Figura 5-4), 
lo cual está ligado directamente a la actividad bacteriana en la 
producción de iones Fe3+ por parte de A. ferrooxidans (ver Ecuación 
(1.2)) y la oxidación química de la pirita, por acción de los iones 
producidos (ver Ecuación (1.1)) [33,36,78,79,141].  
 
Como se explicó en la sección 1.3.3 (ver Figura 1-3), es importante 
tener en cuenta que A. ferrooxidans puede actuar por dos vías 
diferentes en la regeneración de iones férricos: (i) a partir de 
los iones Fe2+ de la solución lixiviante (mecanismo indirecto de no 
contacto) y (ii) a partir de los iones Fe2+ que atrapan los 
microorganismos adheridos a la pirita en su capa polimérica 
extracelular (EPS, por sus siglas en inglés), donde llevan a cabo 
todas las interacciones Fe3+/Fe2+ (mecanismo indirecto de contacto) 
[33,78,79,83]. 
  
Los valores de Eh medidos para cualquier instante de tiempo (ver 
Figura 5-2), explican el cambio global de la razón Fe3+/Fe2+ de la 
solución lixiviante, frente a la regeneración de iones Fe3+ in situ, 
como los iones que se precipitan y se solubilizan de los productos 
de oxidación de pirita. Sin embargo, no permite explicar 
directamente cómo es el comportamiento dentro de las EPS de las 
bacterias adheridas a la pirita (o a otro de los componentes del 
carbón) que ocurren en la interface sólido-líquido del sistema.  
 
No obstante, la Figura 5-8 indicó que el porcentaje de oxidación de 
pirita tiene dependencia al Eh, ya que este se incrementa casi en 
un 200% cuando el Eh pasa de 500 mV a 650 mV. Es decir que los 
cambios en la relación Fe3+/Fe2+ de la solución lixiviante 
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posiblemente fueron el factor principal que gobernó sobre la 
eficiencia de los procesos, donde los iones Fe3+ en solución tuvieron 
mayor influencia sobre el grado biodepiritización alcanzado. 
 
Por lo tanto, las variables evaluadas afectaron directamente las 
reacciones que ocurrieron en la solución lixiviante (oxidación de 
iones Fe2+, generación de H+, entre otras), y estas a su vez tuvieron 
influencia sobre los índices de biodepiritización (ver Figura 5-6) 
y remoción de sulfatos (ver Figura 5-9) obtenidos en cada ensayo. 
5.4.1 Efecto del carbón sobre la regeneración de iones férricos 
Respecto a las variaciones en el pH (ver Figura 5-1), la 
concentración de pulpa tuvo incidencia significativa sobre el 
incremento de los valores en los primeros días de proceso, 
comportamiento ya observado en trabajos anteriores de 
biodesulfurización de carbones bajo condiciones similares [48].  
 
Como se observó en los Capítulos 3 y 4 (ver secciones 3.3.1 y 4.3.1) 
el consumo de iones H+ en el proceso de biorregeneración de iones 
Fe3+ (ver Ecuación (1.2)) influenció significativamente el aumento 
del pH cuando se trabajó con una relación carbón: solución 
lixiviante de 1:10. Sin embargo, un proceso que trabaje con una 
mayor cantidad de carbón implica un aumento en las concentraciones 
de agentes alcalinizantes que este pueda tener, los cuales atrapan 
o reaccionan con los iones H+ del medio, disminuyendo su 
concentración [17,25,37,49]. Para este trabajo, ya que el carbón no 
reveló presencia de compuestos que pudieran afectar 
significativamente el pH (ej.: sales carbonatos), se puede atribuir 
a la remoción de caolinita (ver Figura 5-10) como el principal 
componente que interaccionó con los iones H+ iniciales de la solución 
lixiviante para su solubilización (ver Ecuación (3.4)). 
 
A diferencia de lo observado en los primeros días de proceso, se 
encontró que los ensayos con la mayor concentración de pulpa 
tuvieron una mayor disminución en el valor de pH en la medida que 
avanzaban los experimentos. Cabe señalar que durante los procesos 
de biodesulfurización de carbones, la variaciones del pH dependen 
de los cambios en la concentración de iones H+, la cual puede ser 
afectada por su generación a partir del proceso de oxidación de 
pirita (ver Ecuación (1.1)) y la hidrólisis de los iones Fe3+ (ver 
Ecuaciones (1.3) a (1.5)), o su consumo en la biooxidación de los 
iones Fe2+ (ver Ecuación (1.2)) y/o sus interacciones con la 
caolinita (ver Ecuación (3.4)) [70,142].  
 
Lo anterior puede explicarse teniendo en cuenta el mecanismo de 
oxidación química de pirita mediada por los iones Fe3+ (ver Ecuación 
(1.1)), donde la cantidad de iones H+ generada de la oxidación de 
pirita sería proporcional a la masa del sulfuro involucrada en la 
reacción. Aunque los ensayos 2:10 y 3:10 tuvieron menores 
porcentajes oxidación del sulfuro que los ensayos 1:10, la Figura 
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5-7 reveló que estos presentaron una mayor cantidad de pirita 
oxidada (expresada en términos de masa). Por lo tanto, habrían 
generado una mayor concentración de iones H+ en la solución 
lixiviante. Adicionalmente, la reducción del potencial de óxido-
reducción relacionada con el aumento la pulpa (ver Figura 5-2) 
indicó una menor velocidad de biorregeneración de iones Fe2+ (ver 
Ecuación (5.6)) la cual implicaría un menor consumo de los iones H+ 
producidos, ocasionando la disminución de pH observada. 
 
Por otro lado, en cuanto al proceso de disolución de caolinita 
presente en el carbón, en el Capítulo 3 (véase sección 3.4.1) se 
mostró evidencia que la reacción entre este mineral y el ácido de 
la solución lixiviante (ver Ecuación (3.4)), pudo ser la causante 
principal de disminuir la velocidad de regeneración de iones Fe3+, 
en ensayos con una concentración de pulpa a 1:10, ya que los iones 
Al3+ solubilizados son tóxicos para microorganismos acidófilos como 
A. ferrooxidans [70,142].  
 
Con base en la Figura 5-10, el máximo de iones Al3+ que podrían haber 
alcanzado los ensayos 1:10, 2:10 y 3:10 sería de 1.9 g/L, 2.8 g/L y 
5.7 g/L. Por lo tanto, se puede decir que la alta acidez generada 
en las mayores concentraciones de pulpa tuvo influencia sobre la 
disminución en el Eh, al inducir una mayor degradación de caolinita. 
 
Los máximos de iones Al3+ en los ensayos con las dos mayores 
concentraciones de pulpa sobrepasan el límite de inhibición neto 
reportado en literatura (2.5 g/L) [70]; sin embargo, no se observó 
una disminución total de la oxidación de iones Fe2+ y pirita (ver 
Figuras 5-2, 5-5 y 5-6). Esto indica que probablemente el proceso 
de adaptación de los microorganismos permitió que estos 
permanecieran viables a concentraciones de iones Al3+ por encima de 
los límites reportados.  
 
No obstante, la no inhibición total en la actividad bacteriana 
también pudo deberse a que no todo el aluminio, producto de la 
degradación de caolinita, permaneció en solución. Esto puede 
explicarse a partir de trabajos previos de biodesulfurización con 
carbones, de la misma zona de estudio [17], donde se vio 
precipitación de especies de (hidroxi)sulfatos de aluminio, 
relacionadas con las interacciones químicas entre los productos de 
la degradación de caolinita y la oxidación de pirita. 
 
Aunque los análisis mineralógicos de las muestras tratadas en este 
trabajo no evidenciaron directamente formación de este tipo de 
compuestos, los incrementos en las bandas que describen las 
interacciones oxígeno-azufre, atribuidas a sulfato de hierro y 
jarosita, en los análisis de DRIFT (ver Figura 5-11) también podrían 
representar la precipitación de especies sulfatadas de aluminio, ya 
que estas son interacciones generales del grupo sulfato, 




Por otro lado, la matriz orgánica del carbón también juega un papel 
importante sobre los procesos de biodepiritización en suspensión. 
Se ha observado que la biorregeneración de iones Fe3+ disminuye 
(valores de Eh bajos) cuando la cantidad de carbón en el sistema 
aumenta [21,23,37,48,70,73]. 
  
Algunos autores explican que la disminución en la regeneración de 
iones Fe3+ por acción del carbón, puede ser debida al incremento en 
la probabilidad de colisión y deslizamiento entre granos de carbón, 
cuando la concentración de pulpa está por encima de 20% w. La  
intensidad de las interacciones entre partículas puede ocasionar 
rompimientos de las membranas celulares de los microorganismos que 
están en contacto con ellos [21,23,73]. Adicionalmente, aunque el 
rango de tamaño de partícula utilizado en este trabajo (-8 +30 
#Tyler) reduce considerablemente el área superficial de la matriz 
orgánica del carbón (en comparación con tamaños de partícula finos), 
la fricción entre partículas pudo ocasionar desprendimiento de 
porciones micrométricas de la matriz orgánica las cuales, al 
suspenderse en la solución lixiviante, podrían inhibir la actividad 
de los microorganismos acidófilos, ya que sus radicales libres (ej.: 
ácidos húmicos) son tóxicos para las especies bacterianas utilizadas 
[23,70]. 
  
Además de los fenómenos anteriormente explicados, la Figura 5-13 
muestra que cuando la pulpa se incrementó por encima de 2:10 generó 
un limitante del oxígeno en el sistema. Esto concuerda con estudios 
previos que han reportado reducción en la transferencia de masa de 
la mezcla de gas (O2+CO2) en el sistema, proporcional al incremento 
en la concentraciones de pulpa de carbón [21,23,73]. La limitación 
del oxígeno disuelto en solución pudo ser una de las causas 
principales de la disminución en la biorregeneración de iones Fe3+ 
en los ensayos con las mayores concentraciones de pulpa, ya que este 
compuesto es importante para llevarse a cabo la oxidación de iones 
Fe2+ mediada por A. ferrooxidans (ver Ecuación (1.2)). 
5.4.2 Efecto del carbón sobre la cisteína 
En el Capítulo 3, se mostró que el carbón objeto de estudio redujo 
el efecto de las interacciones entre la cisteína, pirita y A. 
ferrooxidans, respecto a las reportadas en trabajos con pirita pura 
[26,28,29], al no observarse cambios significativos en los 
porcentajes de oxidación del sulfuro. Lo anterior se explicó como 
una adsorción del aminoácido por la matriz orgánica y la caolinita, 
con base en las propiedades adsorbentes de estos compuestos sobre 
especies orgánicas que contienen aminoácidos [135,136,145], donde 
pudieron haber interaccionado con los sitios activos de la cisteína 
en medio ácido (-NH3+, -SH), reduciendo la probabilidad de que el 
aminoácido interactúe con los granos de pirita, que se encontraban 
en menor proporción. Sólo en presencia de A. thiooxidans, la adición 
de aminoácido influyó significativamente sobre la velocidad de 
regeneración de iones Fe3+, debido a que este microorganismo pudo 
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degradar la cisteína atrapada y posiblemente liberó compuestos que 
ayudaron a mitigar la toxicidad de los iones Al3+ sobre A. 
ferrooxidans. 
 
Los resultados de la Figura 5-12 corroboran la adsorción de cisteína 
sobre el carbón en las primeras dos horas de proceso, independiente 
de la concentración de pulpa utilizada. Esto indicaría que A. 
thiooxidans probablemente se pudo encargar de romper ciertos enlaces 
del aminoácido adsorbido, formando los compuestos potenciadores de 
la biorregeneración de iones Fe3+, mediada por A. ferrooxidans, los 
cuales, teniendo en cuenta las hipótesis propuestas en el Capítulo 
3, serían los grupos –SH para la formación de ácido sulfhídrico (ver 
Ecuación (3.7)) [151,154]. Con base en lo anterior, la adsorción de 
la cisteína en las mayores concentraciones de pulpa de carbón, no 
pudo ser causal de la reducción del efecto potenciador de las 
interacciones A. thiooxidans-cisteína sobre la biorregeneración de 
iones Fe3+ (ver Figura 5-3). 
 
La Figura 5-2 indicó que la reducción del efecto de las interacciones 
A. thiooxidans-cisteína en los ensayos 2:10 y 3:10 posiblemente 
corresponde a un aletargamiento de la fase lag y exponencial, puesto 
que los valores de Eh de estos ensayos nunca se estabilizaron en 
los 12 días de proceso (a diferencia de los ensayos sin aminoácido), 
observándose un aumento significativo en el valor después del sexto 
y noveno día respectivamente. Probablemente el incremento de la 
probabilidad de colisión y fricción de las partículas de carbón y 
las altas concentraciones de iones Al3+ en solución (producto de la 
disolución de caolinita) también afectaron a A. thiooxidans 
[167,168], lo cual redujo su velocidad de degradación de cisteína. 
  
La eficiencia de los productos de cisteína también pudo estar 
relacionada con la inhibición de la velocidad de biorregeneración 
de iones Fe3+, mediada por A. ferrooxidans. Teniendo en cuenta que 
el crecimiento celular de A. ferrooxidans está directamente ligado 
a comportamiento de la razón Fe3+/Fe2+ de la solución [48,141,169], 
a mayor concentración de pulpa se reduce la proporción de A. 
ferrooxidans activa, por lo que se requeriría un mayor tiempo para 
que se alcance la fase estacionaria, reflejando los valores máximos 
de Eh, potenciados por los productos de la cisteína. 
  
También se debe tener en cuenta que la concentración de los productos 
de la biodegradación de cisteína no pudo ser suficiente para 
contrarrestar altas concentraciones de iones Al3+, que pudieron 
presentarse en los ensayos con mayor concentración de pulpa, por lo 
que probablemente no se verían incrementos en la velocidad de 
regeneración de iones Fe3+, similares a los observados en los ensayos 
1:10. Una forma de contrarrestar esto sería hacer adiciones mayores 
del aminoácido; sin embargo, el Capítulo 3 dio a conocer que la 
adición de altas concentraciones de aminoácido también afectan la 
acción de A. ferrooxidans. Aprovechando que la capacidad adsorbente 
del carbón sobre el aminoácido ocurre en pocas horas (ver Figura 5-
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12), una mayor cantidad de cisteína se podría adicionar gradualmente 
en periodos de tiempo separados. De esta forma, se evitaría que A. 
ferrooxidans interactúe con las altas concentraciones de aminoácido, 
mientras que A. thiooxidans se encarga de degradarlas. La adición 
se detendría cuando se alcancen las condiciones de Eh deseadas. 
5.4.3 Efecto de las fuentes y concentraciones de hierro 
Una de las principales diferencias entre el uso de sulfato ferroso 
y sulfato férrico fueron las variaciones del pH ocurridas en los 
primeros días de proceso. El mayor aumento en el pH observado en 
los primeros días para los ensayos con sulfato ferroso (ver Figura 
5-1), puede ser explicado por un mayor consumo de iones H+ en la 
biooxidación de una mayor concentración de iones Fe2+ iniciales 
presentes en la solución lixiviante (ver Ecuación 1.2). Así mismo, 
los menores incrementos del pH evidenciados cuando se utilizó 
sulfato férrico, pudieron deberse al menor pH inicial, generado por 
un aporte extra de acidez en la disociación de la sal (véase Sección 
4.4.2), que influyó positivamente sobre las y remociones de hierro 
y sulfatos del carbón (ver Figuras 5-5 y 5-9) y actuar como 
complemento al mejoramiento del proceso mediado por las 
interacciones entre la cisteína y A. thiooxidans (ver Tabla 5-1). 
Sin embargo, al igual que lo observado en la sección 5.4.2, cuando 
se adicionó el aminoácido, el efecto del sulfato férrico también 
disminuyó en presencia de mayores concentraciones de pulpa, 
especialmente cuando se utilizó la menor concentración de hierro. 
  
Con base en lo encontrado en el Capítulo 4 (véase Sección 4.4.2), 
el efecto químico del sulfato férrico sólo se da en los primeros 
días de proceso y, a diferencia de la cisteína, su acción no es 
constante, ya que una vez consumido, los comportamientos de la razón 
Fe3+/Fe2+ son similares a la de los ensayos con sulfato ferroso, 
dependiendo directamente de la actividad bacteriana (ver Figura 5-
2). Por lo tanto, cuando la concentración de pulpa aumenta, se 
limita el efecto de sulfato férrico, ya que se incrementa la pirita 
y los demás compuestos sobre los que influye directa o 
indirectamente en el proceso. 
 
Lo anterior indicaría que sólo se verían cambios significativos si 
se adicionan cantidades de sulfato férrico mayores cuando se 
incrementa la concentración de pulpa. No obstante, los resultados 
obtenidos en este trabajo muestran que no es recomendable adicionar 
mayores concentraciones de hierro. Pudo observarse que aunque 1250 
mg Fe3+/L ayudaron notablemente a mejorar la oxidación de pirita 
(ver Figura 5-6) y la remoción de sulfatos (ver Figura 5-9) en los 
ensayos 1:10 y 2:10, en los ensayos 3:10 los porcentajes de estos 
parámetros disminuyeron considerablemente. 
  
A partir de la Figura 5-5 se puede observar que una mayor 
concentración de pulpa aportó una mayor cantidad de hierro a la 
solución lixiviante en los primeros días de proceso, ya que la 
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remoción de hierro fue similar para todos los ensayos. Si se suma 
el aporte de 1250 mg Fe/L adicionado inicialmente, la concentración 
total pudo sobresaturar la fase líquida con este elemento, la cual, 
tal y como se ha observado en investigaciones anteriores [12,25,37], 
es uno de los factores que inducen a la precipitación de compuestos 
insolubles como jarosita (ver Ecuación (1.7).  
 
Cabe señalar que la formación de precipitados sólo se pudo observar 
químicamente en los ensayos con sulfato ferroso (valores negativos 
de sulfato removido, ver Figura 5-9 y Ecuación (3.3)), el cual 
también pudo estar influenciado por un mayor aumento en el pH en 
los primeros tres días (ver Figura 5-1), factor que posiblemente 
redujo la solubilidad [81]. No obstante, aunque en los ensayos con 
sulfato férrico, a las mismas condiciones, el valor global de 
remoción de sulfatos no indico directamente formación de 
precipitados, la aparición de nuevas bandas de sulfato, observadas 
en los análisis de DRIFT (ver Figura 5-11), si evidencian que se 
generaron nuevas especies diferentes a las que el carbón tenía 
originalmente, indicando que hubo reprecipitación de estos 
compuestos durante el proceso, pero la variación de pH impidió que 
esta fuera mayor a la cantidad que se solubilizó del carbón.  
 
Con base en lo anterior, se puede decir que para evitar 
sobresaturación de iones Fe3+, bastaría con disminuir el pH por 
debajo del utilizado en este trabajo, con adición de ácido 
sulfúrico, lo cual se ha reportado como efectivo en estudios 
anteriores [25,72,170]. Para el carbón utilizado en este trabajo, 
debido a la cantidad significativa de hierro no pirítico que 
presenta (véase Sección 2.3.1), su asociación con los radicales 
sulfato (véase sección 3.4.1) y su fácil solubilización en los 
primeros días de proceso (ver Figura 5.5), no se requeriría la 
adición de fuentes de hierro adicionales, pudiendo los 




6.  Evaluación del efecto de la cisteína en un proceso 
de biodepiritización de carbones en lecho 
empacado 
6.1 Introducción 
En los últimos años, con el fin de mejorar las eficiencias de 
biodesulfurización de carbones y diseñar un sistema que pueda ser 
aplicado a nivel comercial, se han evaluado diferentes 
configuraciones de los principales parámetros fisicoquímicos que 
controlan el proceso (pH, oxígeno disuelto, temperatura, 
concentración de hierro), dentro de dos grupos de reactores 
principales: tanque agitado y lecho empacado [12,17,159]. 
 
Se ha estimado que utilizar reactores de lecho empacado, sistemas 
de lixiviación en pilas a nivel industrial, reduce hasta un 70% los 
costos de operación en comparación con los reactores de tanque 
agitado, puesto que al no necesitar agitación mecánica minimizan 
los costos energéticos [3,19,72]. Sin embargo, la industrialización 
de este tipos de procesos aún no ha sido perfeccionada, debido a 
que estos requieren largos tiempos de residencia para obtener 
remociones de pirita considerables, lo cual no es rentable 
económicamente con base en la demanda y precio del carbón 
[10,14,24]. 
 
Diversos autores plantean que a pesar de los largos tiempos de 
residencia, el proceso puede llegar a ser factible si se disminuyen 
aún más los costos de operación. Para ello se han propuesto 
estrategia en modo discontinuo, teniendo en cuenta un “tiempo muerto 
entre lavados” (ITBW, pos sus siglas en inglés), definido como el 
periodo que separa dos irrigaciones consecutivas de solución 
lixiviante al lecho empacado. Estos lavados tienen el propósito de 
solubilizar los productos de oxidación de pirita producidos a partir 
de los microorganismos adsorbidos en los granos de carbón, así como 
de humedecer el material. Evaluaciones previas de estas 
configuraciones han obtenido remociones alrededor del 50% después 
de 45 días con ITBW entre 2 y 4 días [12,72]. 
 
Aunque estrategias como las anteriormente mencionadas equilibran la 
razón costo/beneficio del proceso, la velocidad de oxidación de 
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pirita sigue siendo un factor clave a la hora de implementar un 
sistema, ya que siempre se buscan los mejores índices de remoción, 
en el menor tiempo posible. 
 
Con base en las experimentaciones hechas con adiciones de cisteína 
en procesos de biodepiritización de carbones en suspensión, 
explicadas en los Capítulos 3 y 5, se pudo observar que el uso del 
aminoácido permite incrementar la velocidad de regeneración de iones 
Fe3+ dentro del proceso. Sin embargo, su efecto se minimiza cuando 
se utilizan altas concentraciones de pulpa, por lo que se deben 
pensar en estrategias que eviten perder los beneficios de la adición 
del aminoácido dentro del proceso. 
  
En este trabajo se describe el efecto de la adición de cisteína en 
un proceso de biodepiritización en lecho empacado, tanto para el 
carbón trabajado en los Capítulos anteriores, como para otro de la 
misma zona, el cual tiene diferentes composiciones de azufre y otros 
minerales, todo ello con el fin de obtener una base que permita 
desarrollar una alternativa que permita una mejor velocidad de 
disminución de azufre. Para ello, se utilizaron análisis químicos y 
mineralógicos, a fin de explicar los fenómenos encontrados en todos 
los procesos. 
6.2 Materiales y métodos 
6.2.1 Carbón 
Se recolectaron dos muestras de carbón de los mantos “Mina Vieja” y 
“Vampiro” de la Mina “La Angostura” (Municipio de Morales, Cauca, 
Colombia). Luego de varios cuarteos sucesivos, las muestras se 
molieron a un tamaño de partícula entre pasante malla 8 (2.38 mm) y 
retenido malla 30 (0.50 mm), de acuerdo a la serie Tyler de tamices 
(-8 +30 #Ty). El Capítulo 2 muestra toda la información química 
(análisis próximos, formas de azufre, composición de hierro) y 
mineralógica (análisis cualitativo y cuantitativo de las especies 
minerales y orgánicas) de los materiales a tratar (véase Sección 
2.3). 
6.2.2 Microorganismos 
Se seleccionó el consorcio conformado por cepas de Acidithiobacillus 
thiooxidans (ATCC 15494) y Acidithiobacillus ferrooxidans (ATCC 
23270), utilizado en los Capítulos anteriores. El cultivo tuvo una 
adaptación previa a un proceso de biodesulfurización para cada 
muestra de carbón y cisteína (HS-CH2-CHNH2-COOH), con base en 





Cada inóculo se preparó en erlenmeyers de 350 mL, con un volumen de 
trabajo de 150 mL y una relación de 1 g de carbón por cada 10 mL de 
solución lixiviante, compuesta por 10% v de inóculo bacteriano 
(5x108 células/mL), 150 mg Fe2+/L (a partir de FeSO4.7H2O), 1.5 mL 
H2SO4 (98% v)/L, y solución base el medio T&K  (500 mg (NH4)2SO4/L, 
500 mg MgSO4.7H2O/L y 500 mg KH2PO4/L) [116]. Los cultivos se 
incubaron en un agitador orbital, por 12 días, a una temperatura de 
30°C ± 1°C y una velocidad de agitación de 180 rpm ± 2 rpm. 
6.2.3 Proceso de biodepiritización 
Se prepararon biorreactores de columna (diámetro: 3.8 cm, alto: 25 
cm), con sus respectivos tanques para lixiviado (volumen: 100 mL). 
Cada columna fue llenada con 200 g de carbón. Todos los ensayos 
tuvieron 4 etapas de proceso, con base en un protocolo establecido 
por otros autores [72], como se describe a continuación: 
 
 Acidificación: el carbón en la columna fue lavado varias veces 
con una solución de H2SO4 (pH=1.6) hasta que la diferencia entre 
el pH de entrada y de salida no fuera superior a 0.2. Después 
esta solución fue analizada y descartada. 
 
 Preparación de inóculo: Paralelo a la etapa de acidificación, se 
preparó 100 mL de cultivo bacteriano, el cual contuvo 10% de 
inóculo preparado en la sección anterior, 1250 mg/L de Fe2+ (a 
partir de FeSO4.7H2O),  1.5 mL/L de H2SO4 al 98%, y solución base 
el medio T&K. El cultivo se dejó en un agitador orbital, con una 
velocidad de agitación de 180 rpm ± 2 rpm, hasta no observar 
cambios significativos en el Eh. 
 
 Biodepiritización: Se alimentó el inóculo por la parte superior 
de la columna a una razón de 3.7 mL/min ± 0.3 mL/min (irrigación). 
Posteriormente, se recolectó en el tanque de lixiviado y se llevó 
a un agitador orbital (180 rpm ± 2 rpm). Este proceso se repitió 
cada dos días, por 38 días. Al segundo día y cada cuatro días, 
la mitad del lixiviado fue reemplazada por agua destilada. Al día 
veintidós, todo el lixiviado fue sustituido por agua destilada. 
Después, el proceso continuó, usando el mismo protocolo que los 
primeros veinte días. 
 
 Lavado: Al final de los procesos de biodepiritización, el carbón 
fue lavado con agua destilada, para eliminar gran parte del hierro 
remanente de la oxidación de pirita. 
 
Se evaluaron dos procesos por duplicado para cada carbón: (i) Sin 
adición de cisteína y (ii) con adición de 100 mL de una solución de 
60 mg Cys/L, previa a la etapa de biodepiritización, más 0.3 mg Cys, 
cuando se reemplazaba parte del lixiviado por agua destilada. Todas 
las etapas fueron trabajadas a temperatura ambiente. 
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6.2.4 Análisis Químicos 
A los lixiviados en la etapa de biodepiritización se le hicieron 
mediciones de pH y potencial redox (Eh) antes y después de cada 
irrigación, mediante el uso de un equipo SCHOTT Handylab, con un 
electrodo de Eh de Ag/AgCl y un electrodo de pH con electrolito de 
KCl.  
 
El hierro total de todo el proceso fue determinado en un 
espectrofotómetro Thermo GENESYS UV 10, utilizando el método de la 
o-fenantrolina ASTM E 394-09. A partir de las concentraciones de 
hierro, y la Ecuación (3.1) se calculó el hierro removido del carbón, 
teniendo en cuenta los parámetros hierro en solución al día 0, 
hierro en solución al día t, volumen de solución, masa de carbón y 
su contenido total de hierro. 
 
Al final de cada ensayo, se midieron las formas de azufre del carbón 
tratado con base en el método ASTM D 2492-02. La pirita oxidada y 
el sulfato removido fueron calculados respectivamente mediante las 
Ecuaciones (3.2) y (3.3), teniendo en cuenta el contenido de azufre 
pirítico y de azufre en forma de sulfatos tanto de la muestra 
original como de las muestras tratadas. 
6.2.5 Análisis Mineralógicos 
Se estableció la composición mineralógica de las muestras tratadas 
mediante difracción de rayos X (DRX) y análisis de infrarrojo por 
reflectancia difusa con transformada de Fourier (DRIFT, por sus 
siglas en inglés).  
 
Para DRX, el carbón se molió en mortero de ágata hasta -200 #Ty y 
se analizó en un difractómetro marca Rigaku Miniflex II, mediante 
el método paso a paso, en el intervalo 2θ entre 5° y 70°, tamaño 
del paso de 0.01°, con un tiempo de conteo de 1 segundo. Los 
minerales presentes en el carbón fueron cuantificados mediante 
refinamiento de Rietveld, cuyas simulaciones y cálculos se llevaron 
a cabo en el programa X’Pert HighScore Plus© y la base de datos 
PDF2.  
 
Para DRIFT se utilizó la muestra a tamaño inicial (-8 +30 #Ty) y se 
analizó en un espectrómetro marca Shimadzu FTIR-8400 S, empleando 
un intervalo de número de onda entre 400 cm-1 y 4000 cm-1 y 60 
barridos, a una resolución espectral de 4 cm-1. Cada espectro se 





6.3.1 Proceso de biodepiritización 
Durante la etapa de preparación de inóculo, los microorganismos 
alcanzaron y mantuvieron valores de pH y Eh máximos de 1.75 y 645 
mV respectivamente, después de 5 días en el agitador orbital. Sin 
embargo, estos parámetros cayeron, hasta 1.35 y 470 mV en los ensayos 
“Mina Vieja” y 1.45 y 480 mV en los ensayos “Vampiro”, luego del 
primer ciclo de irrigación de la etapa de biodepiritización. 
 
La Figura 6-1 muestra el pH de los lixiviados antes y después de 
cada irrigación durante la etapa de biodepiritización. En general, 
puede observarse que los ensayos “Mina Vieja” obtuvieron menores 
valores que los ensayos “Vampiro”, donde la adición de cisteína tuvo 
un efecto acidificante (caracterizado por un pH ligeramente menor 
en los ensayos con adición de aminoácido).  
 
En los primeros 20 días de proceso, cuando se reemplazaba la mitad 
del lixiviado por agua destilada, el pH antes de la irrigación 
incrementaba significativamente en todos los ensayos, mientras que 
el pH después de la irrigación mantuvo valores en el rango de 1.38 
± 0.10 en los ensayos “Mina Vieja” y 1.43 ± 0.07 en los ensayos 
“Vampiro”. 
 
Figura 6-1: Comportamiento del pH vs. tiempo antes y después de cada 
irrigación en la etapa de biodepiritización.  
 
 
M: “Mina Vieja”, V: “Vampiro”, a: antes de la irrigación, d: después 
de la irrigación, 0: 0 mg Cys/L y C: 60 mg Cys/L. 
 
Al vigésimo día, luego de reemplazo total de la solución lixiviante 
por agua destilada, el pH antes de la irrigación estuvo por encima 
de 6.00; sin embargo, el valor luego de la irrigación presentó un 
incremento de apenas 0.10 respecto al observado en los primeros 20 




Luego del vigésimo segundo día, el pH antes de la irrigación, 
alcanzaba valores sobre 1.95 en los ensayos “Mina Vieja” y 2.05 en 
los ensayos “Vampiro”, cuando se reemplazaba la mitad de solución 
por agua destilada. En contraste, los valores luego de la irrigación 
no presentaron variación significante hasta el trigésimo cuarto día, 
con valores alrededor de 1.50 para “Mina Vieja” y 1.60 para 
“Vampiro”. No obstante, al trigésimo sexto día tuvieron un aumento 
en el valor, seguido de una disminución al trigésimo octavo día, la 
cual estuvo ligeramente por encima de los valores obtenidos entre 
los días 20 y 34 en todos los ensayos.  
 
La Figura 6-2 muestra el comportamiento del Eh para cada ciclo de 
irrigación, durante la etapa de biodepiritización. En los primeros 
días de proceso, cada ensayo tuvo valores similares antes y después 
de la irrigación de la solución lixiviante. A partir del 
decimosegundo día, el Eh antes de la irrigación incrementó 
considerablemente para todos los ensayos, especialmente “Vampiro” 
donde se observaron valores de Eh por encima de 650 mV. Por otra 
parte, los valores luego de la irrigación aumentaron con una 
pendiente menos pronunciada, especialmente los ensayos “Mina Vieja”, 
donde al día 38 el máximo valor de todos los ensayos no superó los 
560 mV. Por otra parte, Los ensayos con adición de cisteína tuvieron 
Eh más altos antes de la irrigación que sus contrapartes sin el 
aminoácido, aunque esta diferencia no fue tan significativa entre 
los ensayos “Vampiro”. No obstante, los valores de Eh luego de la 
irrigación no mostraron diferencias significativas en los ensayos 
“Mina Vieja”, mientras que para los ensayos “Vampiro” con adición 
de cisteína el Eh fue ligeramente menor que los de sus contrapartes 
sin aminoácido. 
 
Figura 6-2: Comportamiento del Eh vs. tiempo antes y después de cada 
irrigación en la etapa de biodepiritización. 
 
 
M: “Mina Vieja”, V: “Vampiro”, a: antes de la irrigación, d: después 




Al vigésimo día, el reemplazo total de la solución por agua destilada 
(Eh de 142 mV y 177 mV en los ensayos con y sin cisteína 
respectivamente), no afectó los valores después de la irrigación, 
los cuales preservaron la misma tendencia. Luego del vigésimo 
segundo día y hacia el final del proceso, los ensayos “Mina Vieja” 
ajustaron sus valores alrededor de 550 mV y los ensayos “Vampiro” 
alrededor de 570 mV. Fue claro observar que los Eh antes de la 
irrigación alcanzaron nuevamente valores cercanos a los de los 
primeros días hasta el día 38, excepto cuando se hacia el reemplazo 
de la mitad de lixiviado por agua destilada, especialmente en los 
ensayos donde la adición de cisteína disminuía considerablemente el 
valor.  
 
La Figura 6-3 muestra el hierro removido de los carbones durante 
todas las etapas del proceso. Todos los ensayos tuvieron una 
remoción considerable de hierro durante la etapa de acidificación, 
aunque fue mucho mayor en los ensayos “Vampiro”.  
 
Durante la etapa de biodepiritización, a nivel general, todos los 
ensayos tuvieron un aumento continuo en el hierro removido, aunque 
con una velocidad menor que la observada en la etapa de 
acidificación. No obstante, los ensayos “Mina Vieja” presentaron 
una pendiente más pronunciada que los ensayos “vampiro”, en especial 
después del decimocuarto día. También puede observarse que los 
ensayos “Vampiro” tuvieron un cambio de tendencia es su pendiente, 
sufriendo una disminución después del vigésimo segundo día. En la 
etapa de lavado, el agua destilada removió parte de hierro remanente 
de las etapas anteriores.  
 
Figura 6-3: Comportamiento del hierro removido vs. tiempo durante 




M: “Mina Vieja”, V: “Vampiro”, 0: 0 mg Cys/L, C: 60 mg Cys/L, Ac: 
etapa de acidificación y Ws: etapa de lavado. 
 
A partir de los ensayos con adición de cisteína, puede observarse 
que el aminoácido tuvo un efecto positivo significativo, a lo largo 
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de todo el proceso, sobre el hierro removido de los ensayos “Mina 
Vieja”, mientras que en los ensayos “Vampiro” sólo se observó su 
efecto a partir del vigésimo sexto día. 
 
La Figura 6-4 muestra en mayor detalle las variaciones de la 
velocidad de remoción de hierro durante la etapa de depiritización. 
Puede observarse que todos los ensayos siguen una tendencia similar, 
donde del segundo a sexto día se aprecia una disminución en el 
valor, para luego aumentar a partir de décimo día hasta el vigésimo 
segundo (“Vampiro”) y vigésimo cuarto (“Mina Vieja”) día, donde se 
alcanzaron los valores máximos. Posteriormente, la velocidad decrece 
continuamente en los ensayos “Vampiro” hasta el día 38, mientras 
que los ensayos “Mina Vieja” presentan una fase de estabilización a 
partir del trigésimo día. Adicionalmente, puede observarse que la 
adición de cisteína tuvo un efecto positivo en los primeros 18 días 
de proceso de los ensayos “Mina Vieja” y entre los días 22 y 30, 
mientras que en los ensayos “Vampiro” se observa a partir del día 
26. 
 
Figura 6-4: Comportamiento de la velocidad de remoción de hierro 
durante la etapa de depiritización. 
 
 
M: “Mina Vieja”, V: “Vampiro”, 0: 0 mg Cys/L y C: 60 mg Cys/L. 
 
La Tabla 6-1 muestra los porcentajes de pirita oxidada y sulfato 
removido para todos los ensayos al final de todas las etapas del 
proceso. De igual forma que lo observado para el hierro removido, 
los ensayos “Vampiro” obtuvieron mejores resultados que los ensayos 
“Mina Vieja”. No obstante, la adición de cisteína sólo tuvo un 
efecto significativo, respecto al ensayo sin aminoácido, sobre el 
carbón “Mina Vieja”, incrementando la oxidación de pirita en 14.9% 
y la remoción de sulfatos en 10.9%, mientras que en los ensayos 





Tabla 6-1: Pirita oxidada y sulfato removido al final de los 
procesos.  
 
Ensayo Pirita oxidada (%) Sulfato removido (%) 
M-0 45.3 ± 0.8 43.3 ± 2.2 
M-C 52.0 ± 1.2 48.1 ± 0.9 
V-0 57.9 ± 2.3 80.3 ± 4.2 
V-C 61.6 ± 2.5 81.2 ± 2.8 
M: “Mina Vieja”, V: “Vampiro”, 0: 0 mg Cys/L y C: 60 mg Cys/L. 
6.3.2 Análisis Mineralógicos 
La Figura 6-5 muestra los difractogramas para las muestras tratadas 
comparados con los espectros de los carbón original reportado en el 
Capítulo 2 (véase Sección 2.3.2). Una vez terminada la 
experimentación, todos los difractogramas de los carbones tratados 
mostraron disminución en los picos de pirita y aparición de pequeños 
picos de jarosita. Adicionalmente los ensayos “Mina Vieja” 
presentaron variaciones de los picos de caolinita, especialmente 
los comprendidos entre 20° y 23°, mientras que en los ensayos 
“Vampiro” se observó desaparición total de rozenita.  
 
Figura 6-5: Difractogramas de los carbones antes y después del 
proceso en lecho empacado.  
 
 
M: “Mina Vieja”, V: “Vampiro”, 0: 0 mg Cys/L, C: 60 mg Cys/L, Ka: 




La Tabla 6-2 muestra las composiciones de los minerales a partir 
del refinamiento de Rietveld (1.0% < GOF < 1.1% y 18% < Rwp < 20%). 
En los ensayos “Mina Vieja” se pudo observar que, además de la 
oxidación de pirita y remoción de sulfatos (ver Tabla 6-1), hubo 
reducción significativa en el porcentaje de caolinita. En cuanto a 
los ensayos “Vampiro”, se corroboró la desaparición de rozenita; no 
obstante, la caolinita no tuvo una variación tan significante como 
en “Mina Vieja”. Los ensayos con ambos carbones evidenciaron un leve 
aumento del cuarzo. Por otra parte, todas las muestras tratadas 
mostraron pequeñas proporciones de jarosita poco significativas. 
 
Tabla 6-2: Porcentajes de caolinita y cuarzo en los carbones, antes 
y después del proceso en lecho empacado. 
 
Muestra Py (%w) Ka (%w) Qz (%w) Ro (%w) Ja (%w) 
M 7.50 28.86 1.69 - <0.50 
M-0 4.11 17.73 2.51 - <0.40 
M-C 3.60 18.20 2.47 - <0.40 
V 5.01 14.96 3.42 4.16 - 
V-0 2.11 14.08 4.33 - <0.20 
V-C 1.92 12.65 4.10 - <0.20 
 
M: “Mina Vieja”, V: “Vampiro”, 0: 0 mg Cys/L, C: 60 mg Cys/L, Ka: 
caolinita, Qz: cuarzo, Py: pirita, Ro: Rozenita, Ja: Jarosita. 
 
La Figura 6-6 muestra los espectros de DRIFT para las muestras 
tratadas comparados con los espectros de los carbón original 
reportado en el Capítulo 2 (véase Sección 2.3.2). Los ensayos 
“Vampiro” evidenciaron reducción de las bandas de sulfato a 700 cm-
1 y 748 cm-1 y desaparición de las bandas a 1080 cm-1 y 3416 cm-1, 
manteniéndose la banda a 3381 cm-1. En contraste, las muestras “Mina 
Vieja” no presentaron cambios significativos en las bandas de 
sulfato y jarosita; sin embargo mostraron una leve reducción en las 
bandas de caolinita (especialmente a 644 cm-1, 754 cm-1 y entre 3628 
cm-1 y 3697 cm-1). En ambos carbones no se observaron cambios 
significativos en las bandas de la matriz orgánica, excepto una leve 
reducción de las bandas alifáticas a 2862 cm-1 y 2940 cm-1; sin 
embargo, los ensayos que utilizaron cisteína evidenciaron aparición 
de una banda a 1584 cm-1, correspondiente al enlace un S-NH2 de la 
cisteína [28]. No se observaron otras bandas del aminoácido ya que 
sufren interferencias con bandas de enlaces similares a los de la 





Figura 6-6: Espectros de DRIFT de los carbones antes y después del 
proceso en lecho empacado.  
 
 
M: “Mina Vieja”, V: “Vampiro”, 0: 0 mg Cys/L, C: 60 mg Cys/L, KM: 
Unidades de Kubelka-Munk, Ka: caolinita, Si: enlaces asociados a 
silicatos (caolinita y cuarzo), Py: pirita, SO42-: enlaces asociados 
a sulfato, M: enlaces asociados a la matriz orgánica del carbón y 
Ja: jarosita.   
6.4 Discusión y conclusiones preliminares 
Los resultados encontrados en este trabajo mostraron que gran parte 
del efecto de los componentes del carbón que afectan la remoción de 
sulfatos del carbón y la biooxidación de pirita (caolinita, matriz 
orgánica, hierro no pirítico) se puede controlar a partir todas las 
etapas ejecutadas para cada ensayo. 
  
A nivel general, la acidificación, además de adecuar el carbón al 
pH inicial deseado para las etapas siguientes, permitió eliminar 
hasta un 80% del hierro no pirítico de ambos carbones (ver Figura 
6-3), especialmente en los ensayos con el carbón “Vampiro” (el cual 
presentó estos compuestos en mayor proporción, véase Sección 2.3.1). 
Esto es importante para el proceso debido a que, como se vio en el 
Capítulo 5 (véase sección 5.4.3), altas concentraciones de hierro 
pueden generan sobresaturación de este elemento en la solución 
lixiviante cuando la proporción carbón/líquido es alta, lo cual 
puede inducir a la precipitación de sales (hidroxi)sulfatos 
insolubles (como jarosita) que afectarían el porcentaje de 
biodesulfurización global, al depositarse nuevamente sobre la 
superficie del carbón [12,72]. 
  
La etapa de acidificación, junto con el reemplazo de la mitad de la 
solución lixiviante por agua destilada durante la etapa de 
biodepiritización, probablemente también contribuyó a que durante 
la etapa de biodepiritización se observase una remoción continua de 
hierro, sin notar caídas en los valores (ver Figura 6-3). Por otra 
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parte, la etapa de lavado permitió remover una porción de sales de 
hierro remanentes luego de la biodepiritización. Sin embargo, la 
Tabla 6-2 indicó que no todo el sulfato fue solubilizado, 
probablemente porque las especies salinas remanentes tenían un grado 
de solubilidad bajo (ej.: jarosita). No obstante, en comparación 
con el carbón original, la concentración de sulfatos de los carbones 
tratados fue mucho menor, lo cual aporta significativamente al grado 
de desulfurización global. 
 
Durante la etapa de biodepiritización se pudieron observar cambios 
notables en cuanto al comportamiento de los parámetros 
fisicoquímicos evaluados, los cuales tuvieron diferencias con 
relación al tipo de carbón y el efecto de la adición de cisteína, 
lo cual se discutirá con más detalle en la siguiente sección. 
6.4.1 Etapa de biodepiritización 
Durante la etapa de biodepiritización se observaron variaciones 
significativas del pH y el Eh antes y después de la irrigación (ver 
Figuras 6-1 y 6-2). 
 
Para propósitos de análisis, los valores antes de la irrigación 
explican los procesos de biooxidación llevados a cabo por los 
microorganismos durante su estancia en el agitador orbital, sin 
entrar en contacto con el carbón, mientras que a partir de los 
resultados después de la irrigación se pueden explicar los fenómenos 
ocurridos dentro de la columna, respecto a las interacciones entre 
el carbón y los microorganismos, más la solución lixiviante 
remanente que fueron adsorbidos. 
 
Comportamiento del pH - A nivel general, se observó que aunque la 
solución antes de la irrigación presentaba valores variables y altos 
(especialmente cuando se hacía reemplazo por agua destilada), el 
comportamiento después de la irrigación para todos los procesos 
mantuvo valores dentro de un rango estable en la mayor parte del 
proceso (ver Figura 6-1). Con base en lo anterior, se puede deducir 
que los microorganismos presentes en la solución adsorbida por el 
lecho empacado fueron capaces de producir suficientes iones H+ (ver 
Ecuación (1.1)), para acidificar el proceso y contrarrestar 
cualquier aumento en el pH, generado por la biooxidación de iones 
Fe2+ (ver Ecuación (1.2)) y/o las interacciones con la caolinita 
presente en los carbones (ver Ecuación (3.4)).  
 
Hay que tener en cuenta que el reemplazo de una porción de la 
solución por agua destilada antes de la irrigación, además de 
mantener un control sobre la concentración de hierro durante el 
proceso, probablemente también evitó que el sistema sufra una 
acidificación excesiva, manteniendo los valores en un rango idóneo 
para los microorganismos. Esto es importante, puesto que si el pH 
se acerca a 1 puede ocurrir inhibición de la actividad bacteriana 
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de A. ferrooxidans, los microorganismos que actúan sobre la 
biorregeneración de iones Fe3+, necesarios para la oxidación de 
pirita [25,36,81].  
 
Los ensayos presentaron evidencia de una mayor acidificación cuando 
se trató el carbón “Mina Vieja”, especialmente luego del veinteavo 
día. Con base en la velocidad de remoción de hierro (ver Figura 6-
4), puede deducirse que en la segunda fase de biodepiritización hubo 
una mayor cantidad de pirita que se oxidó en los ensayos “Mina 
Vieja”, lo cual, teniendo en cuenta el mecanismo de oxidación de 
pirita (ver Ecuación (1.1)), incidió a una mayor producción de iones 
H+. 
 
Cabe señalar que los valores ligeramente menores de pH después de 
la irrigación en los ensayos con adición de cisteína fueron debidos 
en parte a la acidez aportada por este aminoácido [26], lo cual pudo 
influir sobre la mayor velocidad de remoción de hierro, 
especialmente señalada para el ensayo “Mina Vieja” en la primera 
etapa del proceso y para “Vampiro” en la segunda (ver Figura 6-5), 
aunque esa disminución no influyó significativamente sobre la 
remoción de sulfatos en el carbón (ver Tabla 6-2). 
 
Comportamiento del Eh – Con base en los resultados obtenidos antes 
y después de la irrigación (ver Figura 6-2), se puede decir que el 
carbón fue un regulador de la biooxidación de iones Fe2+ (ver 
Ecuación (1.2)). Al comparar los comportamientos del Eh entre todos 
los ensayos en los primeros días de proceso (ver Figura 6-2), la 
disminución significativa del valor del inóculo libre de carbón al 
día 0 y la tendencia por debajo de 500 mV antes y después de la 
irrigación en los primeros 4 días indican una reducción en la 
velocidad de biooxidación de iones Fe2+ frente al consumo de iones 
Fe3+ en la oxidación de pirita, lo cual pudo generar la razón Fe3+/Fe2+ 
baja en la solución adsorbida en el lecho empacado en comparación 
con la que se llevaba al agitador orbital, donde el microorganismo 
libre del efecto del carbón probablemente recuperó su actividad 
original (véase sección 3.3.3).  
 
Respecto al efecto del carbón, en el Capítulo 5 (ver Sección 5.4.1) 
se explicó que dos componentes del material pueden ser los 
responsables de reducir la actividad bacteriana: (i) la caolinita, 
por liberar concentraciones de aluminio que pueden ser tóxicas para 
los microorganismos durante su interacción con los iones H+ de la 
solución [70,142] y (ii) la matriz orgánica, por desprendimiento de 
compuestos orgánicos tóxicos para los microorganismos, fricción y 
colisión entre partículas que pueden causar daño celular o 
limitación del oxígeno disuelto [21,23,37,48,70,73]. 
 
En cuanto al efecto de la disolución de caolinita, podría asumirse 
que la presencia de iones Al3+ en la solución de irrigación se 
mitigaba cuando se reemplazaba una parte de esta por agua destilada, 
lo cual reducía la toxicidad generada en la medida que avanzaba el 
Capítulo 6 114
 
proceso, lo cual permitía un incremento en la actividad bacteriana. 
Esta pudo ser una de las razones por las cuales la solución 
recolectada después de la irrigación alcanzaba altas razones de 
oxidación de iones Fe2+ a partir del doceavo día, cuando se llevaba 
al agitador orbital.  
  
Adicionalmente se observó que los ensayos “Vampiro”, cuya proporción 
de caolinita fue menor y reportó una mínima lixiviación de la misma 
(ver Tabla 6-2), presentaron incrementos más altos en el potencial 
de óxido-reducción en la solución después de la irrigación durante 
todo el proceso, con una diferencia significativa desde los primeros 
días respecto a los resultados obtenidos para los ensayos “Mina 
Vieja” (ver Figura 6-2). Esto quiere decir que a menor cantidad de 
caolinita hay menos cantidad de iones Al3+ lixiviados, permitiendo 
que la actividad bacteriana en la regeneración de iones Fe3+ (ver 
Ecuación (1.2)) se vea menos inhibida. Lo anterior evidencia la 
probable relación existente entre la velocidad de regeneración de 
iones Fe3+ y la proporción de caolinita de los carbones. Sin embargo, 
aunque la caolinita no tuvo un mayor efecto sobre el proceso en los 
ensayos “Vampiro”, los resultados encontrados evidencian la 
influencia por parte de la matriz orgánica.  
 
Cabe señalar que en un lecho empacado, el material se encuentra 
estático (sin agitación), por lo que las interacciones de colisión 
y deslizamiento entre partículas, observadas en procesos de 
biodesulfurización en suspensión [21,23,73], se anularían en su 
totalidad. Por lo tanto, los microorganismos adsorbidos dentro del 
carbón no incurrirían en inconvenientes como rompimiento celular, 
incluso permitiéndoles adherirse dentro del material. 
Adicionalmente, en estos procesos existiría un mínima probabilidad 
de desprendimiento de micropartículas de compuestos orgánicos 
inhibidores de microorganismos acidófilos, incluso algunas 
remanentes de la superficie de los granos luego de la molienda del 
material pudieron desaparecer durante la etapa de acidificación 
[23,70].  
 
Teniendo en cuenta lo anterior y con base estudios de biooxidación 
de pirita en pilas [109,171], el efecto de la matriz orgánica si 
pudo incidir sobre la transferencia de oxígeno disuelto, pudiéndose 
crear gradientes de concentración del gas a lo largo de la columna 
que reducirían la cantidad disponible durante la oxidación del 
sulfuro, implicando otra probable causa de la disminución de la 
velocidad de biooxidación de iones Fe2+, en comparación al proceso 
que se lleva a cabo en la solución cuando está en el agitador 
orbital.  
 
En cuanto a los ensayos con adición de cisteína, a nivel general, 
se observó una disminución en el Eh cuando se reemplazaba la mitad 
de la solución por agua destilada. Esta se debió a la adición de 
una nueva cantidad de aminoácido en ese instante de tiempo, la cual 
tuvo un efecto reductor sobre los iones Fe3+ (ver Figura 6-2). No 
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obstante, esto no afectaba en gran medida los valores después de la 
irrigación ni durante la etapa donde no se hacia el cambio de 
solución, indicando el efecto adsorbente del carbón sobre el 
aminoácido observado en el Capítulo 5 (ver Figura 5-12). Lo anterior 
también da indicio que los iones Fe3+ de la solución irrigada no son 
los que predominan sobre la biooxidación de pirita, sino las 
interacciones que ocurren en la solución adsorbida dentro de la 
columna. 
 
Adicional a lo explicado en el párrafo anterior, los ensayos con 
adición de cisteína no presentaron el mismo comportamiento de Eh 
para ambos carbones.  
 
En primer lugar, el ensayo “Mina Vieja” presentó un incremento en 
la razón Fe3+/Fe2+ antes de la irrigación, mas no tuvo variaciones 
en el valor después de la irrigación, respecto al ensayo sin 
aminoácido. Lo anterior se podría explicar a partir de las 
hipotéticas interacciones A. thiooxidans-cisteína-carbón discutidas 
en los Capítulos 3 y 5 (véase Secciones 3.4.3 y 5.4.2):  
 
 Cuando la solución lixiviante (conteniendo cisteína) se irrigó 
al lecho empacado, la caolinita y la matriz orgánica del carbón, 
al encontrase en mayor proporción que la pirita, adsorberían una 
cantidad considerable de aminoácido, lo que reduciría su 
interacción con el sulfuro. 
  
 A pesar de que el aminoácido fue adsorbido sobre la matriz 
orgánica y la caolinita, podría haber sido degradado por A. 
thiooxidans presente en el lecho, produciendo los compuestos que 
ayudarían a mitigar la toxicidad de los iones Al3+. 
 
 Al tratarse de un proceso en lecho empacado, la concentración de 
los compuestos producidos a partir de la degradación de cisteína 
no habría sido uniforme en los diferentes puntos de la columna 
[109,171], lo cual reduciría su efecto en algunas zonas. No 
obstante, después de la irrigación, su solubilización permitiría 
mitigar el efecto de los iones Al3+ en la solución cuando se llevó 
al agitador orbital, puesto que bajo agitación la concentración 
si sería uniforme. 
 
Por otra parte, en el ensayo “Vampiro” con adición de cisteína, el 
aminoácido pareció no tener un efecto positivo sobre los valores de 
Eh. Como se explicó anteriormente, la solubilización de caolinita 
en los ensayos con este carbón fue mínima (ver Tabla 6-3), y 
probablemente las concentraciones de iones Al3+ lixiviadas no 
afectaron notablemente la biooxidación de iones Fe2+, por lo que el 
efecto de la adición de cisteína sería menos significativo. 
 
Comportamiento del hierro removido y oxidación de pirita – La 
remoción considerable de hierro durante la etapa de acidificación 
(ver Figura 6-3) puede atribuirse a lixiviación de gran parte del 
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hierro no pirítico, similar a lo observado en los ensayos en 
suspensiones de los Capítulos anteriores. Por lo tanto, los cambios 
en la cantidad de hierro removido durante la biodepiritización 
pueden atribuirse principalmente a la oxidación de pirita.  
 
Al comparar el porcentaje de hierro removido total de todos los 
ensayos (ver Figura 6-3) respecto al porcentaje de pirita oxidada 
(ver Tabla 6-1), pudo observarse que la solubilización de este 
elemento fue parcial. Esto también coincide con el porcentaje de 
sulfato removido del carbón (ver Tabla 6-1), el cual para el caso 
de “Mina Vieja” fue menor que el obtenido para los ensayos en 
suspensión (véase Sección 5.3.1), indicando la probable generación 
de precipitados de hierro producto de la oxidación de pirita. No 
obstante, ya que la remoción de hierro presentó una tendencia 
continua, sin mostrar caídas en los valores, puede deducirse que la 
precipitación de los productos de oxidación de pirita en la 
interfase líquido-sólido fue menor a la cantidad que se lixiviaba 
en cada irrigación.  
 
Aunque la remoción de hierro mostró una tendencia continua de 
crecimiento, la velocidad de remoción (ver Figura 6-4) si presentó 
variaciones a lo largo de la etapa de biodepiritización. A nivel 
general, las caídas en las velocidades de remoción de hierro en los 
primeros 6 días de proceso reflejan la influencia de los componentes 
del carbón sobre la actividad de los microorganismos en la fase lag. 
No obstante, el posterior incremento indicó que el proceso siguió 
normalmente durante la fase exponencial, similar a lo observado en 
el aumento continuo de los valores de Eh en ese periodo de tiempo 
(ver Figura 6-2).  
 
Es claro observar que en los ensayos “Mina Vieja” las velocidades 
son menores que las de “Vampiro” antes del día 14, posiblemente 
debido a la influencia de una mayor cantidad de caolinita presente 
en el carbón, que afectó velocidad de oxidación en ese periodo.  
 
No obstante, la velocidad de los ensayos “Mina Vieja” logró superar 
a la de “Vampiro” después del día 22, alcanzando el máximo al día 
26 y tendiendo a estabilizarse en la etapa final. La reducción en 
la concentración de iones Al3+ en la solución adsorbida en el carbón 
a lo largo del proceso, gracias a las irrigaciones y reemplazo de 
parte de la solución por agua destilada, pudo permitir el incremento 
la velocidad de biorregeneración de iones Fe3+ en los ensayos “Mina 
Vieja” (ver Ecuación (1.2)), induciendo a una mayor tasa de 
oxidación de pirita (ver Ecuación (1.1)). 
 
En cambio, los ensayos “Vampiro” tuvieron una caída considerable 
después del día 22 a pesar de que tuvieron un mejor comportamiento 
de biorregeneración de iones Fe3+ dentro del lecho empacado, 
observado a partir de mayores valores Eh después de la irrigación 
(ver Figura 6-2). Esto pudo deberse a la menor disponibilidad de 
pirita en los ensayos “Vampiro” (menor porcentaje de azufre 
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pirítico, ver Tabla 2-1), que al encontrarse mayormente diseminada 
en fragmentos de carbón considerablemente mayores [12] y al 
continuar disminuyendo a lo largo del proceso generaría una menor 
probabilidad de que el sulfuro remanente sea lixiviado por acción 
de las bacterias o por la solución ácida cargada de iones de Fe3+. 
 
Respecto a la adición de cisteína, la Figura 6-4 reveló que el 
aminoácido tuvo un efecto positivo sobre la velocidad de remoción 
de hierro desde los primeros días en los ensayos “Mina Vieja”, cuyo 
efecto se mantuvo hasta el día 30 de proceso. Esto podría indicar 
que el efecto del aminoácido fue relevante mientras el sistema 
mantuviera concentraciones iones Al3+ que afectan la actividad 
bacteriana. Esto se correlaciona con lo observado para los ensayos 
“Vampiro” cuyas velocidades de remoción no dependieron de la adición 
de cisteína en los primeros 22 días de proceso, ya que el carbón 
contuvo caolinita en menor proporción y no presentó una dilución 
significativa (ver Tabla 6-2).  
 
No obstante, las diferencias observadas para los ensayos “Vampiro” 
luego del día 24, donde los ensayos con adición de cisteína 
evidenciaron una velocidad mayor, indicarían una posible interacción 
del aminoácido agregado durante la irrigación con la pirita 
remanente en el carbón, similar a lo observado en trabajos de otros 
autores en pirita pura [26,29], lo cual hizo que la tasa de remoción 










7. Conclusiones y recomendaciones 
7.1 Perspectivas de los ensayos hechos en este trabajo 
Todas las experimentaciones de este trabajo fueron hechas con carbón 
a tamaño de partícula grueso, el cual, en comparación con los tamaños 
de partícula finos, presenta varias ventajas tales como: 
 
 Reducción de los costos operacionales, minimizando los procesos 
de molienda, lo cual es importante cuando se trata un material 
de bajo costo como el carbón.  
 
 Facilidad para tratarse en las diferentes alternativas de 
procesos, desde reactores de lecho empacado [12], incluso hasta 
en tanques agitados [75], ya que la baja gravedad específica del 
material (~1.3) permite mantener el material en suspensión sin 
requerir una gran agitación.  
 
 Gracias las propiedades de dureza del carbón, las partículas 
gruesas no dañarían los accesorios ni las paredes de los 
reactores, en el caso que se utilice agitación.  
 
 Otro punto a favor de promover el tratamiento de carbones gruesos 
es que estos son más fáciles de manipular que los carbones finos 
al disminuir considerablemente la generación de partículas 
volátiles, las cuales generan complicaciones cuando el carbón 
debe transportarse a regiones lejanas y pueden causar daños a la 
salud humana [144].  
 
En este trabajo se observó que con un tamaño comprendido entre 2.38 
mm y 0.50 mm la oxidación de pirita estuvo alrededor del 31%, sin 
adición de cisteína, lo cual es bajo comparado con otros reportes 
en la literatura en periodos similares de tiempo, que reportan 
oxidaciones superiores al 70% al utilizar tamaños de partículas 
menores a 0.50 mm [7,17,48,60]. 
 
Cabe señalar que de antemano se tuvo en cuenta que el uso de 
partículas gruesas tiene una menor área expuesta de pirita, lo cual 
reduce el índice de biodepiritización. No obstante, a partir de 
investigaciones anteriores se observó que la oxidación de pirita no 
es la única variable que influye sobre el diseño de procesos de 
biodesulfurización [25], puesto que el efecto de los otros 
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compuestos del carbón también es importante a la hora de definir 
los mejores parámetros de operación.  
 
Aunque el uso de partículas finas mejoraría la razón de oxidación 
de pirita, también incrementaría el área superficial de los demás 
componentes del carbón. Por ejemplo, una mayor área superficial de 
agentes alcalinizantes (ej.: carbonatos), pueden inducir a una mayor 
formación de precipitados insolubles (ej.: jarosita), reduciendo la 
eficiencia global de desulfurización al regresar el azufre de nuevo 
al material [12,17,25]. En el caso del carbón “Mina Vieja” empleado 
en todo el trabajo, la materia orgánica y la caolinita tendrían una 
mayor incidencia sobre la actividad bacteriana y la trasferencia de 
gases en el sistema [21,23,70,73]. 
 
La mayor parte de los ensayos de este trabajo, mostraron que al 
utilizar tamaños de partícula gruesos no se incurrió en 
precipitación de sulfatos, incluso se evidenció una disminución 
considerable de la proporción presente en el carbón, indicando que 
la probable generación de precipitados, producto de la oxidación de 
pirita, fue poco significativa.  
 
Y los bajos valores en la oxidación de pirita se pueden mejorar 
mediante el uso de aditivos, donde los resultados de este trabajo 
señalan a la cisteína fue una buena alternativa, incluso pudiéndose 
aplicar en procesos en lecho empacado.  
7.2 Conclusiones 
La metodología seguida en este estudio permitió evaluar qué factores 
que deben ser tenidos en cuenta a la hora de diseñar procesos de 
biodesulfurización de carbones, incluyendo el uso de potenciadores 
que permitan incrementar la tasa de oxidación de pirita. 
 
A partir de los ensayos en suspensión y lecho empacado se pudo 
observar los componentes del carbón (matriz orgánica, caolinita, 
hierro no pirítico, etc.) juegan un papel importante en los procesos 
de biodepiritización mediados por A. ferrooxidans, actuando como 
controladores de los factores más importantes que influyen sobre 
los índices de biodepiritización de carbones: (i) una razón Fe3+/Fe2+ 
alta dentro de la fase líquida y (ii) evitar la sobresaturación de 
hierro en solución.  
 
En primer lugar, la concentración de pulpa de carbón puede generar 
reducción en la actividad bacteriana, especialmente cuando está por 
encima de 16.67% w (2:10), ya que factores como fricción y rozamiento 
entre partículas y limitación de la transferencia de oxígeno al 
sistema pueden afectar negativamente la actividad bacteriana.  
 
De la misma manera, una cantidad significativa de sales de sulfato 
de hierro (hierro no pirítico), presente en la muestra de carbón 
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original, puedo ser uno de los causantes de promover sobresaturación 
de hierro en la solución lixiviante, lo que induciría que parte de 
los productos de la oxidación de pirita no se solubilicen. No 
obstante, como se vio en los ensayos en lecho empacado, estos 
compuestos se pueden lixiviar en una etapa de acidificación del 
carbón, previa a la biodepiritización. 
 
Además de los factores anteriormente mencionados, en este trabajo 
en particular pudo observarse que el principal limitador de la 
velocidad de regeneración de Fe3+ en solución fue el contenido de 
caolinita en el carbón, ya que, en altas proporciones (28.86% w), 
su disolución en medio ácido liberaría iones Al3+, los cuales son 
tóxicos para los microorganismos, lo que repercutiría negativamente 
sobre los porcentajes de oxidación de pirita, afectando la 
eficiencia del proceso. 
  
Respecto a la adición de cisteína, pudo observarse que perdió 
significativamente su acción como mejorador de la oxidación de 
pirita en presencia de carbón, puesto que la caolinita y la matriz 
orgánica del carbón pudieron adsorber el aminoácido, reduciendo la 
probabilidad de que interactúe con el sulfuro.  
 
No obstante, cuando A. ferrooxidans actuó en presencia de A. 
thiooxidans y 60 mg/L de cisteína, se pudo observar un incremento 
en la regeneración de iones Fe3+, lo que ayudó a potenciar la 
oxidación de la pirita. En este caso, A. thiooxidans pudo romper 
los enlaces entre el carbón y la cisteína adsorbida, produciendo 
compuestos que evitaron los efectos tóxicos de los iones Al3+ 
(lixiviados de la caolinita). 
 
Frente a los resultados obtenidos, es importante señalar que las 
interacciones consorcio–cisteína–carbón, difirieron de aquellas 
propuestas en la literatura para A. ferrooxidans–cisteína–pirita 
pura y A. thiooxidans–cisteína. A raíz de esto, para explicar cuál 
fue la acción de los microorganismos sobre el sistema, se tuvo en 
cuenta todos los parámetros fisicoquímicos evaluados, así como todos 
los posibles mecanismos de reacción encontrados en escenarios 
similares para otros seres vivos, que correspondan a rutas 
enzimáticas que puedan producirse por la bacteria en presencia del 
aminoácido, de acuerdo a su rango taxonómico esperado. 
  
Con base en lo anterior, se planteó una hipotética codificación L-
cisteína desulfhidrasas en respuesta a las condiciones tóxicas dadas 
por los iones Al3+, lo cual les permitió sobrevivir las condiciones 
del sistema, por medio de la síntesis de H2S a partir de moléculas 
que contienen el grupo -SH generadas por ellos mismos. Cuando se 
adiciona cisteína, A. thiooxidans, frente a la limitante en sus 
fuentes de energía primarias, aprovecharía el aminoácido en solución 
generando un exceso del compuesto, que produciría como efecto 
secundario la protección de A. ferrooxidans. No obstante, se 
requiere el uso de técnicas analíticas a nivel molecular que 
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permitan ver de forma directa, si efectivamente los microorganismos 
codificaron este tipo de enzimas, frente a los escenarios observados 
en este trabajo. Esto también ayudaría a entender qué aditivos 
específicos se pueden utilizar en presencia de diferentes tipos de 
materiales o minerales a tratar. 
  
Aunque no se obtuvieron incrementos en la oxidación de pirita 
similares a los reportados para pirita pura, este trabajo es un 
indicio de cómo la combinación de ciertos compuestos en presencia 
de microorganismos acompañantes en el consorcio pueden mejorar 
velocidad la cinética del proceso en ambientes poco favorables. Es 
importante tener en cuenta que el efecto de los productos de 
degradación de cisteína se reduce en la medida que incrementa la 
concentración de pulpa, indicando dependencia de las proporciones 
del carbón y sus componentes presentes en el sistema.  
 
Respecto a lo anterior, es importante tener en cuenta que al proceso 
no se pueden adicionar altas concentraciones de aminoácido, ya que 
esto también puede reducir la actividad de A. ferrooxidans al inicio 
del proceso. Para evitar esto, se podrían plantear diferentes 
estrategias: 
 
 Un proceso en dos pasos, donde primero el carbón interactuaría 
sólo con el medio de cultivo conteniendo cisteína y A. thiooxidans 
y una vez se evidencie disminución en la concentración del 
aminoácido, se procede a inocular A. ferrooxidans.  
 
 Un proceso con adición periódica de aminoácido en pequeñas 
concentraciones hasta observar condiciones deseadas. Esta 
estrategia fue la que se aplicó en los procesos lecho empacado, 
mostrando que se puede incrementar la eficiencia frente al 
proceso sin adición de cisteína. 
 
 Un proceso que inicie con las mejores condiciones obtenidas para 
los ensayos en suspensión (pulpa: 1:10 y 60 mg Cys/L), con 
incrementos graduales de carbón y pequeñas adiciones de cisteína, 
evitando variaciones significativas en el Eh, a fin de obtener 
buenas tasas de oxidación de pirita. Este tipo de estrategia 
podría ser aplicada especialmente en la etapa de arranque (modo 
discontinuo), previa al inicio de procesos de biodepiritización 
de carbones en suspensión, trabajando en modo continuo. 
 
Respecto a las fuentes de hierro evaluadas en este trabajo, el 
principal aporte de reemplazar sulfato ferroso por sulfato férrico 
fue mejorar la remoción de sulfato, probablemente gracias al extra 
de acidez que aporta la sal a la solución lixiviante.  
 
Aunque en los ensayos con la menor concentración de pulpa (1:10) se 
observó que 150 mg Fe/L de sulfato férrico son suficientes para 
obtener un incremento en la oxidación de pirita, este efecto se 
pierde cuando se incrementa la concentración de pulpa, puesto que 
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una vez los iones Fe3+ se consumen (reducidos a Fe2+) su regeneración 
dependería de la actividad bacteriana del proceso, la cual se 
encuentra limitada por las proporciones de pirita y los demás 
compuestos sobre los que influye directa o indirectamente.  
 
A fin de contrarrestar lo anteriormente mencionado, se requeriría 
adición de sulfato férrico en mayores cantidades. No obstante, los 
resultados obtenidos en este trabajo muestran que no es recomendable 
adicionar mayores concentraciones de hierro, ya que inducen a la 
formación de precipitados, especialmente cuando se trabaja con 
concentraciones de pulpa superiores al 20%. 
 
En vista de que el principal aporte del sulfato férrico fue la 
acidez y que el carbón de este trabajo tuvo concentraciones 
considerables de sulfatos de hierro, en futuros trabajos se 
consideraría no agregar fuentes de hierro al medio de cultivo y el 
control de la acidez se haría utilizando una mayor concentración de 
ácido sulfúrico, teniendo en cuenta que los valores de pH se 
mantengan en un rango donde los microorganismos no reduzcan su 
capacidad oxidativa. 
 
En cuanto al uso de cloruro férrico, no fue eficiente como fuente 
de iones Fe3+. Si bien puede promover oxidación química de pirita y 
aporta una mayor acidez al medio que el sulfato férrico, inhibe la 
acción de los microorganismos sobre la regeneración del agente 
oxidante, probablemente por la toxicidad de los iones Cl- en altas 
concentraciones. 
 
En conclusión, los avances mostrados en este trabajo dieron indicio 
de rutas metabólicas aún no descubiertas para las bacterias en 
respuesta a entornos favorables o no favorables que se puedan 
presentar gracias a los compuestos del carbón. Entender más a fondo 
este tipo de mecanismos de reacción, puede ayudar a diseñar mejores 
alternativas de adaptación y adecuación de las bacterias para 
aplicarse en procesos a nivel comercial frente a tecnologías que 
permitan obtener buenas eficiencias de biodesulfurización en tiempos 
de residencia óptimos y bajos costos operativos con base en sistemas 
en lecho empacado, reactores tipo slurry-airlift con altas 
concentraciones de pulpa y tamaños de partícula gruesos.  
7.3 Recomendaciones 
 Ya que la actividad bacteriana se ve inhibida por altas 
proporciones de caolinita en el carbón y el efecto se la cisteína 
se atribuyó principalmente a la mitigación de este problema, 
futuras experimentaciones deberían tener en cuenta un proceso que 
permita una separación significativa de estos minerales del 
carbón por alguno de los métodos físicos convencionales (ej.: 
separación en medios densos), para así evaluar qué efecto tiene 




 Respecto a la adición de cisteína y las hipótesis planteadas 
sobre como actuarían los productos de la biodegradación de 
aminoácido mediada por A. thiooxidans, si el sulfuro de hidrógeno 
fue el responsable de la protección de A. ferrooxidans contra el 
aluminio, podría pensarse en ensayos que utilicen ciertos 
aditivos que aporten directamente este compuesto tales como 
hidrosulfuro de sodio (NaHS), un conocido donante de H2S. De lo 
contrario de deberían identificar qué compuestos se forman en el 
proceso y, de ser posible, probar su adición directa al proceso. 
 
 Frente a la efectividad del utilizar en conjunto A. ferrooxidans 
y A. thiooxidans, también es importante observar que el uso de 
dos o más microorganismos en consorcio permite probar múltiples 
configuraciones de diseño, explotando el efecto de metabolitos 
secundarios producidos por ellos en beneficio del proceso. Por 
lo tanto se recomendaría probar el efecto de la adición de 
compuestos como la cisteína en otros sistemas de microorganismos 
que actúan sinérgicamente con las especies utilizadas en este 
trabajo o como complemento para alcanzar una mayor 
desulfurización global (ej.: microorganismos que atacan el azufre 
orgánico). 
 
 Teniendo en cuenta procesos donde los carbones sin tratar 
contengan cantidades considerables de sulfatos de hierro, se 
recomienda no adicionar este compuesto en la solución lixiviante 
inicial o removerlo en una acidificación previa del material, a 
fin de evitar la generación de precipitados. 
 
 Con base en el efecto positivo de la acidez aportada por el 
sulfato férrico, se recomienda probar la efectividad de la 
cisteína a diferentes valores de pH cercanos a los reportados en 
este trabajo, pero utilizando ácido sulfúrico, a fin de evitar 
la presencia de hierro en la solución lixiviante preliminar. 
 
 Es necesario evaluar otros factores que pueden influir en el 
proceso, tales como la hidrodinámica del flujo de la solución, 
tanto en lecho empacado como suspensiones, así como el efecto de 
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